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KARL THOMAS ZUM 70. GEBURTSTAG 


28. November 1953 


Die zu diesem Festband zusammengeschlossenen Veréffentlichungen 
sollen der Ausdruck dafiir sein, was dem hochverehrten Jubilar zu 
seinem Ehrentag seine Schiiler und die Fachgenossen des In- und Aus- 
lands bringen méchten: 


Aufrichtige Gefithle inniger Dankbarkeit und ergebene Anerken- 
nung. Vielen war er Vorbild und in langer Semesterfolge hat er sich die 
Anhiinglichkeit und die Dankbarkeit unzihliger Schiiler, Mitarbeiter. 
und Freunde erworben, denen zu jeder Tageszeit die Tiire zu ihm, dem? 
Meister, offenstand. So wie er als Pers6énlichkeit, als Lehrer und Ge- 
lehrter geehrt wird, so verdienen auch seine groBziigigen Bestrebungen 
fir die internationale Zusammenarbeit in der Wissenschaft Beachtung. 
Seine vornehme Denkungsweise, sein einfaches und anspruchloses Wesen, 
sein unbestechliches Gerechtigkeitsgefithl, sein erfrischendes Tempera- 
ment hinterlief bei jedem, dem es vergénnt war, mit ihm enge Be- 
ziehungen zu kniipfen, einen unausléschlichen Eindruck. Die kiihne, 
unbeirrte Unbefangenheit, der stets auf das Wesentliche gerichtete 
Blick, die unbeeinfluBte Kraft und Zahigkeit bei der Durchfiihrung ver- 
lieh seinen zahlreichen verschiedenen Forschungsrichtungen ein eigenes 
Geprige; niemals ist er ein angstlicher geiziger Hiiter seines geistigen 
Kigentums gewesen, immer blieb er uneigenniitzig, immer hat er mit 
verschwenderischer Bereitwilligkeit und Giite den Reichtum seiner Ge- 
danken verschenkt und sich iiber die Erfolge seiner Schiiler ebenso - 
gefreut wie iiber seine eigenen. UnbewuBt lebte er seinen Schiilern ein 
Leben vor, dessen Ziel die Tat war, und unbeabsichtigt zeigte er ihnen 
den Weg der entsagungsvollen wissenschaftlichen Arbeit, auf dem allein 
das Leben Gehalt bekommt. Wie lieB einst Euripides seinen Helden 
Theseus zum fr6mmelnden Sohn Hippolyt sagen ? ,,Geh selbst an’s Werk 
und dann erst ruf’ die Gétter, dem Schaffenden verbiindet sich der Gott.“ 











Gegen sich selbst kannte er keine Riicksicht. Sein warmes aufge- 
schlossenes Wesen, seine Klugheit und Energie erschlossen die Geld- 
quellen, die ihm noétig erschienen. Hinter der ungeheuren, in Notzeiten 
verdoppelten und doppelt aufreibenden Arbeit fiir wissenschaftliche 
Organisationen trat keineswegs die fachliche Produktion und das Fach- 
interesse zuriick. Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft und 
der Deutschen Forschungsgemeinschaft ist er treusorgendes Mitglied 
geworden. 

Sehen wir davon ab, von manch anderen gelegentlichen Arbeiten 
zu berichten; all seine Arbeit trug den Stempel seines Wesens: volle 
Beherrschung der Probleme, kritische Schirfe, strenge Unvorein- 
genommenheit und unbeugsame Wahrhaftigkeit.. So rundet sich an 
diesem 70. Geburtstage das Bild des Jubilars. Dem ausgezeichneten For- 
scher, dem trefflichen geliebten Lehrer, dem charaktervollen Manne 
seien noch lange Jahre fruchtbaren Wirkens beschieden, 


; J. Kapfhs wmer 
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Bd. 295 (1953) 1 


Uber das Vorkommen von Homarin, Trigonellin 
und einer neuen Base Anemonin in der Anthozoe Anemonia sulcata 


Von 
D. Ackermann 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Wiirzburg 
(Der Schriftleitung zugeganzen am 23, Mai 1953) 


Herrn Professor Karl Thomas anléBlich seines 70. Geburistages 
in freundschaftlicher Verehrung gewidmet 


Die chemische Zusammensetzung der niederen Tiere ist immer noch 
ein wenig bearbeitetes Gebiet und doch haben sich bei dessen Studium 
schon so viele neue Gesichtspunkte ergeben, daB man heute bereits von 
einer ,,Vergleichenden Physiologischen Chemie“ der niederen Tiere und 
der Tierwelt itiberhaupt sprechen kann1. Speziell in der Korperklasse, 
die man mit der Bezeichnung der ,,Biogenen Amine“ zusammenzufassen 
sich gewohnt hat, ergaben sich neue und zum Teil iiberraschende Be- 
funde, die wegen der Schwierigkeiten der Methodik bisher allerdings 
noch meist vereinzelt geblieben sind und sich einstweilen oft nur auf 
eine Tierart oder auf einige wenige beschriinkten. Immerhin kann das 
Bisherige durchaus zu weiterer Fahndung nach biogenen Aminen in 
der niederen Tierwelt ermutigen. 

Diesmal wurde die Wachs- oder Fadenrose Anemonia sulcata zum 
Gegenstand der Untersuchung gewihlt. 

Schon friiher war im hiesigen Institut die Purpur- oder Erdbeer- 
rose, auch Pferdeaktinie genannt, Actinia equina”, eingehend untersucht 
worden, wobei sich das Vorhandensein des curareartig wirkenden, bis- 
her in der belebten Natur nie gefundenen Tetramethyl-ammonium- 
hydroxyds (Tetramin) und des Methyl-pyridyl-ammonium- 
hydroxyds ergab. Auch das Vorkommen von Stachydrin wurde 
hier zum mindesten sehr wahrscheinlich gemacht. 

Zwei Schwierigkeiten sind es vor allem, die bei Untersuchungen auf 
diesem Gebiet immer wieder so auf erordentlich hinderlich in den Weg 
treten. Einmal die altbekannte Tatsache, daB die Ausfallung eines K6r- 
pers durch Beimengungen anderer Substanzen nicht nur sehr behindert, 
sondern oft sogar ganz unmdglich gemacht wird. Zum andern aber auch 
der Mangel an geeigneten Fallungsmitteln selbst. Zwar steht uns zur 


1 Fr. Kutscher u. D. Ackermann, diese Z. 199, 266 [1931]; Annu. Rev. 
Biochem. 2, 355 [1933]; E. Baldwin, An Introduction into Comparative Bio- 
chemistry, Cambridge Univ. Press 1949; M. Florkin, Biochemical Evolution, 
Acad. Press Inc. Publishers, New York 1949. 

2D. Ackermann, F.Holtz u. H. Reinwein, Z. Biol. 79, 113 [1923]; 
80, 131 [1923]; 81, 61 [1923]. 
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2 D. Ackermann, Bd. 295 (1953) 


Zeit schon eine nicht geringe Zahl von Reagenzien zur Verfiigung, die 
mit manchen biogenen Aminen schwerlésliche, zur Isolierung geeignete 
Verbindungen geben, indessen reichen sie entfernt nicht aus, die sicher 
noch groBe Zahl unbekannter Basen zu erfassen, die sich in den tierischen 
Extrakten finden. Es bleiben somit erfahrungsgemaé8 immer am Ende 
einer noch so sorgfaltig durchgefiihrten Aufteilung groBe Mengen der 
verschiedensten Sirupe zurtick, die allen Versuchen, sie mit den bis- 
herigen Methoden weiter aufzuteilen und zu reinigen, spotten. 


Das ergab sich auch bei der vorliegenden Untersuchung nur zu 
deutlich. Immerhin gelang es doch, aus Anemonia sulcata auBer dem ja 
sehr verbreiteten Cholin noch Homarin, Trigonellin und eine neue 
Base C,H,,0,N, zuisolieren. Sie mége als Anemonin bezeichnet werden. 


Das Homarin wurde zuerst von Hoppe-Seyler® aus Hummer- 
fleisch gewonnen, wobei er gleichzeitig feststellte, daB die friiher von uns 
als Trigonellin angesprochenen Kérper aus Arbatia pustulosa und Arca 
noae, und die von Haurowitz und Waelsch®? in der Qualle Velella 
spirans gefundene Base identisch mit dem Homarin sind, von dem sich 
Trigonellin ja nur durch eine andere Stellung der Carboxylgruppe am 
Pyridinring unterscheidet. Trigonellin ist Nicotinsiure-methylbetain, 
Homarin Picolinsiure-methylbetain. So konnte denn Hoppe-Seyler 
auch aus Homarin durch Druckspaltung mit konz. Salzsiure Picolin- 
sdure gewinnen, was uns mit dem aus Anemonia gewonnenem Homarin 
gleichfalls gelang. 

Zur Identifizierung des Homarins wurde weiterhin die freie Base, 
das Flavianat, Pikrat, Chloraurat und Chlorhydrat dargestellt und 
analysiert. Auch stimmten die Ry-Werte und die Maxima der UV- 
Spektren mit denen des synthetischen Homarins tiberein. 

AuBer dem Homarin fand sich zum ersten Male als Extraktstoff 
von Avertebraten in Anemonia sulcata das Isomere des Homarins, das 
Trigonellin. Dies wurde von Jahns* im Samen des Bockshornklees 
(Trigonellum foenum graecum) entdeckt und spiter in Samen, Keim- 
lingen, Knollen und Wurzeln einer ganzen Reihe von Pflanzen auf- 
gefunden. In der Tierwelt ist es zuerst im Harn nach Verfiitterung von 
Nicotinséure seinerzeit vom Verfasser® beobachtet worden. Da es sich 
auch bei vélliger Vermeidung von Kaffee, Tee und Nicotin im Menschen- 
harn findet, wird es als normaler Harnbestandteil des Séugetier- 
organismus angesehen’. Die Identifizierung des Trigonellins erfolgte 
durch Analyse des Hydrochlorids sowie des reguliren und irregulairen 
Goldsalzes; auBerdem durch Aufnahme eines UV-Spektrums und Papier- 
chromatographie. 


3 F. A. Hoppe-Seyler, diese Z. 222, 105 [1933]. 

4 F. Haurowitz u. H. Waelsch, diese Z. 161, 300 [1926]. 

5 E. Jahns, Ber. dtsch. chem. Ges. 18, 2518 [1885]; 20 2840 [1887]. 

6 D. Ackermann, Z. Biol. 59, 17 [1912]. 

7 W. Linneweh u. H. Reinwein, diese Z. 207, 48 [1932]; 209, 110 [1932]. 
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Das bisher in der belebten Natur noch nicht gefundene Anemonin 
C,H,,0,N,, wurde als freie Base, Chloraurat, Pikrat und Hydrochlorid 
gewonnen, wobei die Analysen simtlich die obige Formel bestitigten. 

Die Konstitutionsermittelung des Anemonins ist in Angriff ge- 
nommen. 


Beschreibung der Versuche 


_ Die umstandliche Art der Darstellung wird am besten durch die folgende 
Ubersicht des Fallungsganges deutlich. 


Ubersicht des Fallungsganges 
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Die lebenden Exemplare von Anemonia sulcata wurden in kochendes Wasser 
geworfen und maschinell in eine rahmige Masse verwandelt, die zusammen mit dem 
Kochwasser unter staéndigem Riihren bei schwach lackmusschwefelsaurer Reaktion 
zu einem diinnen Sirup eingedampft wurde. Hiervon kamen $500 g (entspr. 14,4 kg 
Tieren) zur Verarbeitung. 


1. Phosphorwolframsaurefallung 

Nach Verdiinnen auf 287 Wasser und Zusatz von 600 ccm konz. Schwefel- 
siure erfolgte mit einer Lésung von 4kg Phosphorwolframsaéure in 81 Wasser 
vollige Ausfallung. Am andern Tage Absaugen auf vier groBen Nutschen und drei- 
maliges Waschen mit 5 gew.-proz. Schwefelsiure. Der Niederschlag wurde mit 
Baryt zersetzt. das iiberschiissige Barium mit Kohlensiure beseitigt und die jetzt 
341 ausmachende alkalische Lésung im Vakuum eingeengt, wobei sie ammoniak- 
frei wurde. Bei schwach lackmusschwefelsaurer Reaktion der auf 51 gebrachten 
Fliissigkeit folgte zur Beseitigung des EiweiBes die , 


2. Trichloressigsaurefallung 


durch Zugabe von 400 ccm 20-proz. Trichloressigsiure. Der leichte Niederschlag 
hatte sich am andern Tage an der Oberfliche angesammelt und wurde unter an- 
fainglichem Abhebern der unteren Fliissigkeit und Absaugen durch Kieselgur ab- 
getrennt. Da eine Ausitherung des Filtrates nicht zum Ziele fiihrte, wurde der 
groBte Teil der Trichloressigsaure im Vakuum beseitigt und hieran schloB sich eine 


3. erneute Phosphorwolframsdaurefallung 


in 3,51 der auf 5°, Schwefelsiure gebrachten Fliissigkeit mit 1,2 kg Phosphor- 
wolframsaure (in 2,41 Wasser gelést). Die aus dieser Fallung in bekannter Weise 
mit Baryt usw. gewonnene Loésung der Basen wurde bei lackmusschwefelsaurer 
Reaktion im Vakuum auf 350 ccm gebracht und unter lebhaftem Riihren mit 
600 ccm 50-proz. Methanol, 400 ccm 100-proz. Methanol und schlieBlich 150 ccm 
absol. Athanol versetzt. Am andern Tage hatte sich als feines Pulver eine 


4. Kaliumsulfatfallung 


abgesetzt, die abgesaugt und mit 100-proz. Methanol gewaschen wurde. Nachdem 
das Fliissigkeitsvolumen im Vakuum auf 1,4/ gebracht war, wurden unter Riihren 
1800 ccm absol. Alkohol zugegeben. Nach lingerem Stehenlassen setzte sich in 
reichlicher Menge eine schmierige, am Boden des GefiSes haftende 


5. Alkoholfallung 


ab, die durch Dekantieren und Waschen mit Alkohol abgetrennt wurde. Sie war 
in Wasser spielend léslich, gab intensive Biuretreaktion, aber keine Fallung mit 
Trichloressigsiure, so daB es sich wahrscheinlich um Polypeptide handelte. Die 
alkoholische Fliissigkeit wurde nach Abdestillieren des Alkohols im Vakuum bei 
schwefelsaurer Reaktion mit Silbersulfat gefallt, wobei eine 


6. Purinbasenfallung 


entstand, die sehr sparlich war und nicht weiter untersucht wurde. Hieran schloB 
sich eine 


7. Silber-Baryt-Fallung 


an, wobei statt Silbernitrat Silbersulfat verwendet wurde, das durch Zugabe von 
Silbercarbonat zu der mit Schwefelsiure kongosauer gemachten Liésung erst ent- 
stand. Die Basen dieser Fallung wurden nur qualitativ auf das Vorhandensein 
von Kreatin und Arginin gepriift. Der negative Ausfall der Proben von Jaffé 
und Wey] nach vorheriger Erhitzung mit Salzsiure sowie der positive Ausfall der 
Probe von Sakaguchi deutete auf das Fehlen von Kreatin(in) und das Vor- 
andensein von Arginin hin, wie ja bei Avertebraten zu erwarten ist}. 
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Das Filtrat der Silber-Baryt-Fallung wurde mit Schwefelsiure vom Baryt 
und mit Schwefelwasserstoff bei schwefelsaurer Reaktion vom Silber befreit. Nach 
Beseitigung des Schwefelwasserstoffes im Vakuum und Zuriickdringung des 
Schwefelsiuregehaltes mit Baryt bis zu gut alkalischer Reaktion wurde bei einem 
Volumen von 350 ccm mit einer Lésung von 100 g Flaviansiure in 100 com Wasser 
versetzt. Nach mehrtigigem Aufbewahren im Kihlschrank schied sich nun 


8. Homarinflavianat 


ab, das sich nach Absaugen und Einengen der Mutterlauge noch vermehrte. 
Waschen, anfangs mit Methanol, dann mit Athanol und trocknen. Gewicht: 27,7 g. 
Nach zweimaligem Umbkristallisieren ergaben sich die Werte des Homarin- 
flavianates: 

4,744 mg Sbst.: 7,885mg CO,, 1,350 mgH,O. -—— 2,672 mg Sbst.: 0,218cem N, 
(25°, 732 mm). — 19,511 mg Sbst.: 10,020 mg BaSQ,. 

C,H,0,N-C,9H,0,N,S. Ber. C 45,23, H 2,90, N 9,31, S 7,10. 

Gef. C 45,36, H 3,18, N 9,00, S 7,05. 

Das Flavianat wurde in wasseriger Lésung mit Baryt im Uberschu8 ver- 
rieben, das Filtrat des Bariumflavianates mit Kohlensiure vom Barium befreit, 
worauf sich Reste von Flavianséiure bei schwach schwefelsaurer Reaktion mit 
etwas Tierkohle beseitigen lieBen. Die Schwefelsiure wurde bis auf Spuren mit 
Baryt zuriickgedringt. Nach Einengen der Lisung im Vakuum bis fast zur Trockne 
erschien die Base in schénen Kristallen, die sich mit Alkohol waschen lieBen; 
sie farbte sich wie das synthetische Homarin nach einiger Zeit etwas rétlich. 

3,176 mg Sbst. bei 130° getrocknet: 0,306 mg N, (27° 725 mm). 

C,H,O.N. Ber. N 10,22. Gef. N 10,46. 

Ein Teil der freien Base wurde mit alkoholischer Pikrinséure gefallt. Das 
umkristallisierte Pikrat gab folgende Werte: 

4,448 mg Sbst.: 7,000 mg CO,, 1,210 mg H,O.— 

3,013 mg Sbst.: 0,415 cem N,(26°, 728 mm). 

C,H,O,N-C,t1,0,N3. Ber. C 42,61, H 2,75, N 15,31. 

Gef. C 42,05, H 3,04, N 15,06. 

Ein anderer Teil der freien Basen wurde mit konz. Salzsiure in Vakuum 
eingeengt und lieferte Kristalle, die genau dasselbe kristallinische Bild gaben, wie 
es bei Homarin-Hydrochlorid in derArbeit von Hoppe-Seyler® dargestellt ist. 

4,837 mg Sbst.: 8,505 mg CO,, 2,090 mg H,O.— 

2,813 mg Sbst.: 0,206 cem N, (28° 726 mm).— 

9,746 mg Sbst.: 8,100 mg AgCl. 

C,H,0,N-HCI. Ber. C 48,40, H 4,65, N 8,08, Cl 20,43. 

Gef. C 47,98, H 4,83, N 7,93, Cl 20,56. 
Das Chlorhydrat reagierte entsprechend dem Vorliegen eines Betains kongosauer 
und gab wie Homarin-Hydrochlorid eine positive Fichtenspanreaktion. 

Bei der papierchromatographischen Untersuchung ergaben sich die gleichen 
Ry-Werte wie bei dem als Testsubstanz mitlaufenden Homarin-Hydrochlorid. 

(Butanol, Dioxan, Wasser, Gew.-Verhaltnis 4: 1:5, Schleicher & Schiill 
2043b, 1 mg N/ccm, 10 cmm aufgetragen, dunkle Flecken unter der UV-Lampe 
nach 1-stdg. Trocknen bei 100° C.) 

Ry-Werte: 0,23. 

(Butanol, Eisessig, Wasser, Vol.-Verhaltnis 4:1:1, Schleicher & Schiill 2043b, 
1 mgN/ccm, 10 cmm aufgetragen, dunkle Flecken unter der UV-Lampe nach 1-stdg. 
Trocknen bei 100°C.) , 

Fr-Werte:' 0,34. 

Ein Teil des Hydrochlorids wurde in das Chloraurat iibergefiihrt, das nach 
dem Umkristallisieren aus konz. Salzsiure glitzernde Kristalle lieferte. 
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9,357 mg Sbst.: 6,010 mg CO,, 1,470mg H,O, 3,852mg Au. — 14,712, 
12,220 mg Sbst.: 6,052, 5,048 mg Au. — 4,078 mg Sbst.: 0,118 com N, (28° C, 
726 mm). 

C,H,0,N-HAu(C],. Ber. C 17,62, H. 1,69, N 2,94, Au 41,33, 

Gef. C 17.53, H 1,76, N 3,13, Au 41,32, 41,14, 41,17. 


Uber die Schmelzpunkte der Salze und derjenigen des synthetischen Homarins 
und seiner Isomeren vgl. die Tabelle. Sie sind unscharf, um so mehr als, abgesehen 
vom Chloraurat, beim Schmelzen Zersetzung erfolgt. Die Mischschmelzpunkte mit 
synthetischen Homarinsalzen zeigten keine Depression. Auch ist deutlich der 
Unterschied gegeniiber den Isomeren Trigonellin und Isonicotinsiure-methylbetain 
zu erkennen. 






































Chloraurat |Hydrochlorid Pikrat 
169—171° | 158—159° | 156—157° 
Homarin aus Anemonia sulcato. korr. korr. korr. 
174—176° 156—158° 155—156° 
Homarin, synthetisch ....... korr. -korr. korr. 
regulir 199° | 232—233° 
Trigonellin aus Anemonia sulcata. . unkorr. korr. 
regular 198° | 233—234° 
Trigonellin, synthetisch ...... unkorr. korr. 
Isonicotinsiure-methylbetain 233—2349 | 255--260° | 215—217° 
synthetisch ........-.. unkorr. unkorr. gunkorr. 


Bei der Betainprobe nach Roeder® gab sowohl das Hydrochlorid dieser Base 
wie das des synthetischen Homarins mit Ferrocyankalium einen rotgelben, mit 
Ferricyankalium einen griingelben Niederschlag. 

Abbau zu Picolinsaure: 0,5 g¢ der freien Base wurden mit 10 ccm konz. 
Salzsiure bei 200° 10 Stdn. im EinschluBrohr erhitzt. Nach Beseitigung der Salz- 
sdure lieB sich durch Kochen mit Kupfercarbonat das schwerlésliche picolinsaure 
Kupfer als hellblaues Pulver gewinnen: 

5,087 mg Sbst.: 8,660 mg CO,, 1,150 mg H,O, 1,331 mg CuO. 

(C,H,O,N),Cu. Ber. C 46,80, H 2,62, Cu 20,66. 

j Gef. C 46,45, H 2,53, Cu 20,90. 

Der Rest des Kupfersalzes, in die freie Siure verwandelt, gab mit Ferrosulfat- 
lésung eine fiir Picolinsaure charakteristische gelbbraune Farbung, welche bei der 
isomeren Nicotinsiure nicht beobachtet wird. 


Die Mutterlauge der 27,7 g Homarinflavianat wurde, wie oben beschrieben, 
vom Fallungsmittel befreit, und auf 270 cem gebracht. Nach Zugabe von 1500 cem 
abso]. Alkohol und 315 ecem Hopkins Reagens (Quecksilbersulfat in schwefelsaurer 
Lésung) fiel eine 

9. alkoholische Quecksilbersulfat-Fallung, 
die abgesaugt und mit Athanol gewaschen wurde. Die Untersuchung derselben 
fiihrte bisher nicht zu einem reinen Kérper. Das Filtrat der Fallung wurde nach 
Beseitigung des Alkohols vom Quecksilbersulfat und Barium befreit und auf 
150 ccm gebracht. Nach Zugabe einer reichlichen Menge 10-proz. Dipikrylamin- 
magnesiumlésung hatte sich der schwarzrote, zum Teil an den GefaBwanden 
haftende Niederschlag einer 


8 F. Roeder, Ber. dtsch. chem. Ges. 46, 3724 [1913]. 
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10. Dipikrylamin-Fallung 


gebildet. Diese wurde nach AbgieBen der Mutterlauge und einmaligem Abspiilen 
mit Wasser nun durch Zugabe von wenig kochendem Wasser in einen schwer und 
einen leichter léslichen Teil verwandelt. Der dabei zuriickgebliebene schwerlésliche 
Teil enthielt im wesentlichen Cholin. Der Schmelzpunkt dieses Salzes lag nach 
Umkristallisieren aus viel kochendem Wasser bei 230°. Cholin-dipikrylaminat ver- 
langt 232—233° ®. Das daraus dargestellte Chloraurat enthielt nach Umkristal- 
lisieren aus Salzséure 44,3494 Au. Cholinchloraurat verlangt 44,50°% Au. 

Die leichter lésliche Dipikrylaminfallung wurde durch griindliches Verriihren 
mit 100 ccm 4-n.Schwefelsaure zersetzt, worauf das Filtrat des so frei gewordenen 
Fallungsmittels, das ja sehr schwerléslich ist, noch mit etwas Tierkohle geschiittelt 
wurde, um die Reste des Dipikrylamins zu entfernen. Nach genauer Beseitigung 
der Schwefelsiure mit Baryt wurde eingeengt und bei ammoniakalischer Reaktion 
mit einer frisch bereiteten ammoniakalischen Lésung von Reineckatsalz (pro 
analysi, E. Merck) gefallt. Dieser Niederschlag enthielt noch geringe Mengen Cholin 
(Au-Wert des daraus dargestellten Chloraurates 45,50°%; fiir Cholin-chloraurat 
ber. 45,50% Au). 

Als die Mutterlauge dieser ammoniakalischen Reineckatfaillung mit Schwefel- 
siure bis zur Kongoreaktion angesiuert war, erschien eine 


1l. Saure Reineckat-Fallung, 


die abgesaugt und mehrfach auf der Nutsche mit Wasser gewaschen wurde. Zu 
ihrer Zersetzung wurde sie mit wenig Aceton gelést und mit Silbersulfat und 
Schwefelsiure verrieben. Aus dem Filtrat des Silberreineckates beseitigte man das 
iiberschiissige Silber mit Schwefelwasserstoff und nach Abdampfen des Schwefel- 
wasserstoffes in Vakuum die Schwefelsiure genau mit Barytlésung. Nach Ein- 
engen im Vakuum zum Sirup wurde mit tiberschiissiger konz. Salzséure verriihrt, 
worauf nach langerem Stehenlassen im Vakuumexsiccator 1,8 g glitzernde Kristalle 
eines Hydrochlorids erschienen, die sich nach Absaugen und Waschen mit Athanol 
als Trigonellin- Hy drochlorid* erwiesen. 

4,608, 5,352 mg Sbst.: 8,140, 9,485 mg CO,, 1,049, 2,350 mg H,O. — 3,136 mg 
Sbst.: 0,225 cem Ny (24° 726 mm): —- 10,552, 5,986 mg Sbst.: 8,620 , 5,000 rag AgCl. 

C,H,O,.N,"HCl. Ber. C 48,40, H 4,65, N 8,08, Cl 20,43. 

Gef. C 48,21, 48,36, H 4,71, 4,90, N 7,88, Cl 20,20, 20,66. 

Das Salz reagierte entsprechend dem Vorliegen des Hydrochlorids eines Betains 
kongosauer und gab die fiir Betaine charakteristischen Fallungen mit Ferro- und 
Ferricyankalium nach Roeder®. Der Schmelzpunkt (nach Kofler) lag bei 232 
bis 233°, der des synthetischen Trigonellin-Hydrochlorids bei 233—234°. 

Bei der papierchromatographischen Untersuchung ergahben sich die gleichen 
Ry-Werte wie fiir synthetisches Trigonellin-Hydrochlorid. 

Butanol, Dioxan, Wasser, Gew.-Verhaltnis: 4:1: 5 

Ry-Wert: 0,15. 

Butanol, Eisessig, Wasser, Vol.-Verhaltnis: 4:1: 1. 

Rp-Wert: 0,28. 

(Versuchsbedingungen vgl. Homarin-Hydrochlorid.) 

Bei der UV-spektrographischen Untersuchung fanden sich sowohl fiir dieses 
Trigonellin-Hydrochlorid, wie auch fiir das Homarin-Hydrochlorid dieselben Werte 
der Absorptionsmaxima wie bei den entsprechenden synthetischen Hydrochloriden, 
und zwar fiir Trigonellin-Hydrochlorid: 260 mu, Homarin-Hydrochlorid: 275—270 


mu. 


* Da das Trigonellin-Flavianat !eichter léslich ist als das Homarin- 
Flavianat, ist es verstandlich, da Trigonellin erst in dieser Fraktion des Fallungs- 
ganges erscheint. 

* D. Ackermann, diese Z. 281, 197 [1944]. 
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Ein Teil des Hydrochlorids gab mit Goldchloridchlorwasserstoffsiure gefallt 
ein schénes Goldsalz, das nach Umkristallisieren aus starker Salzsiure zur 
Analyse kam. 

8,609 mg Sbst.: 3,529 mg Au. 

C,H,O,N-HAuCl,. Ber. 41,33 Au. Gef. 40,99 Au. 

Schmp. unkorr.: 199°. Fiir regulares Trigonellin-chloraurat: 198°. 

Nach Umkristallisieren aus Wasser erschienen hellgelbe Nadeln. Es entstand 
das irregulire Goldsalz, das nach J ahns' fiir Trigonellin besonders charakteristisch 
ist. Schmp. unkorr.: 186°. Erwartet nach Jahns: 186°. 


8,421 mg Sbst.: 3,180 mg Au. 

(C,H,O.N),(HAuCl,),. Ber. 37,73. Gef. 37,76. 

Die alkoholische Mutterlauge dieses Trigonellin-Hydrochlorids wurde im 
Vakuum vom Alkohol befreit und mit einem Teil einer Lésung von 30g Gold- 
chlorid in 100 ccm konz. Salzsiure ausgefallt. Der dlige Niederschlag war am andern 
Tage nach Stehenlassen im Kiihlschrank zum gréSten Teil kristallinisch erstarrt, 
wurde abgesaugt und in kochender konz. Salzsiure vollig gelést. Nach Abkiihlen 
lieB man tagelang im Vakuumexsiccator stehen, bis nur noch eine geringe Mutter- 
lauge neben dem Goldsalzniederschlag iibrig blieb, saugte ab und wusch mit wenig 
konz. Salzsiure auf der Nutsche. 

Nach all diesen Reinigungsgingen lagen nun 15,54g des Anemonin- 
chloraurates vor. Die folgenden Analysen beziehen sich auf verschiedene Dar- 
stellungsginge, die nach dem gleichen Verfahren durchgefiihrt wurden. Es sollte 
damit bewiesen werden, daf bei genauer Hinhaltung der Vorschrift der Kérper 
immer wieder-aus dem tierischen Extrakt zu gewinnen ist. 

Goldsalz aus HCl umkristallisiert: 5,260, 5,157, 5,469 mg Sbst.: 3,280, 3,240 
3,440 mg CO,, 1,080, 1,110, 1,100 mg H,O, 2,098, 2,056, 2,171 mg Au. — 
2,937, 4,960, 4,130 mg Sbst.: 0,152, 0,250, 0,206 com No», (26,5°, 718 mm, 27°, 
733 mm, 25,5°, 740 mm). 

C,H,,0,N,-HAuCl,. Ber. C 17,01, H 2,24, N 5,67, Au 39,90. 

Gef. C 17,02, H 2,30, N 5,32, Au 39,89. 
C 17,14, H 2,41, N 5,54, Au 39,87. 
C 17,13, H 2,25, N 5,57, Au 39,70. 


Schmp. nach Kofler: 137—138°. Der Rest des Goldsalzes wurde nach dem 
Verfahren von Dudley?® mit Silberpulver in das Hydrochlorid verwandelt, dessen 
Lésung im Vakuumexsiccator langsam zu einer strahligen eisblumenartigen Masse 
erstarrte. Das Anemonin-Hydrochlorid ist nicht nur in Wasser, sondern auch 
in Methanol spielend léslich, etwas weniger in Athanol, so daB es sich ohne allzu 
groBe Verluste bei Anwendung geringer Mengen Alkohol auf der Nutsche waschen 
lieB. 

Bei 100° im Vakuum getrocknet, verliert das lufttrockne Salz 1 Mol. Kristall- 
wasser. — Die N-Werte lagen anfangs etwas zu tief, was offenbar auf einer ge- 
ringen Beimengung von Homarin beruhte?. Diese lieB sich beseitigen, als eine kleine 
Menge des Hydrochlorids mit konz. Salzsiiure im Druckrohr 10 Stdn. bei 200° 
erhitzt wurde, wobei das Homarin ja in Picolinsiure iibergeht, das Anemonin aber 
erhalten biecibt. 

Schmp. nach Kofler: 178°. — Auch hier wurden Salze aus verschiedenen 
Darstellungen analysiert. 

5,082 mg lufttrockner Sbst.: 7,495 mg CO,, 2,700 mg H,O.—3,019 mg luft- 
trockner Sbst.: 0,378 ccm N, (26°, 728 mm). — 3,170 mg lufttrockner Sbst.: ver- 
loren bei 100° im Vak. 0,279 mg H,O. 

C,H,,0,.N,-HCI+H,0. Ber. C 40,30, H 6,28, N 13,438, H,O 8,64. 

Gef. C 40,25, H 5,94, N 13,46, H,O 8,80. 


10 H.W. Dudley, Biochem. J. 28, 1071 [1929]. 
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4,574, 4,427 mg Sbst. (100° Vak.): 7,420, 7,185 mg COg,, 2,440, 2,310 mg H,0. 

7,490 mg Sbst. (100° Vak.): 5,680 mg AgCl. — 2,891 mg Sbst. (100° Vak.): 
0,393 com N, (27°, 730 mm). 

C,H,,0.N."HCI. Ber. C 44,10, H 5,82, N 14,70, C1 18,60. 

Gef. C 44,27, 44,29, H 5,97, 5,84, N 14,86, Cl 18,76. 
Eine Lésung des analysenreinen Chlorhydrates reagiert kongosauer. 

Eine kleine Menge des Hydrochlorids wurde in freies Anemonin verwandelt 
durch Behandeln seiner wasserigen Lésung mit tiberschiissigem Silbersulfat, Be- 
seitigen des iiberschiissigen Silbers aus dem Chlorsilberfiltrat mit Schwefelwasser- 
atoff und genaue Ausfallung der Schwefelsiure mit Barytwasser. Die zum Sirup 
eingeengte Lésung erstarrte im Vakuumexsiccator langsam zu einer schénen, eis- 
blumenartigen Masse. Abgesaugt und mit Alkohol gewaschen, kam sie nach 
Trocknung im Hochvakuum bei Zimmertemperatur zur Analyse. Da sie sehr 
hygroskopisch ist, wurde auf eine Bestimmung des Schmelzpunktes verzichtet. 

5,351 mg Sbst. bei Zimmertemp. im Hochvak. getrocknet: 10,640 mg CO,, 
3,260 mg H,O. 

C,H,,0,N, (154,16). Ber. C 54,53, H6,58.. Gef. C 54,26, H 6,82. 

Ein Teil der freien Base wurde mit alkoholischer Pikrinsiure versetzt und 
nach Zugabe von Alkohol langere Zeit im KiihIschrank gehalten. Es schied sich 
dann das schon kristallisierende Pikrat vom Schmp. 149—153° nach Kofler ab. 

4,258 mg Sbst.: 6,405mg CO,, 1,360 mg H,O. — 2,918 mg Sbst.: 0,475cem N, 
(29°, 732 mm). 

C,H,,0,N.‘CgsH;0,N;. Ber. 40,73, H 3,42, N 18,27. 

Gef. 40,96, H 3,57, N 17,72. 

Die Arbeit wurde mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
durchgefiihrt. Zu danken habe ich ferner ganz besonders Herrn Professor Jean 
Roche fiir die groBe Hilfsbereitschaft, mit der er die Beschaffung und erste Ver- 
arbeitung des Tiermaterials in der von ihm geleiteten Meeresstation Concorneau 
ermoéglichte. — Das miihevolle Sammeln und Extrahieren der Tiere lag in den 
Handen von Fraulein L. Zeidler und M. Mair. Die Analysen verdanke ich der 
altbewahrten Hilfe des Herrn Dr.-Ing. A. Schoeller, Kronach (Oberfranken). 


Zusammenfassung 


In der Anthozoe Anemonia sulcata fand sich auBer dem in der Tier- 
welt weit verbreiteten Cholin das bisher in Arbatia pustulosa, Arca noae 
und Homarus gefundene Isomere des Trigonellins Homarin, ferner 
Trigonellin und eize neue als Anemonin bezeichnete Base, von der 
Bruttoformel C,H,,0,N,. — Glykokollbetain fehlte wie in der Anthozoe 
Actinia equina auch hier. Entsprechend dem Verhalten der meisten 
Avertebraten wurde Kreatin vermi8t, waihrend Arginin durch Farben- 
reaktion wahrscheinlich gemacht ist. 
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Uber die Verwendung 
von Chromtrioxyd (Cr,0;) als unverdauliche Testsubstanz 


Von 
H. D. Cremer und H. Lingen 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Johannes Gutenberg-Universitét Mainz 
Direktor: Prof. Dr. Dr. K. Lang 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Mai 1953) 
Herrn Professor K. Thomas zum 70. Geburtstag 


Die klassische Ernihrungsphysiologie (Rubner, Thomas u. a.) 
konnte bei Ausnutzungsversuchen nicht auf die quantitative Erfassung 
von Nahrung und Kot bzw. Harn verzichten. Einen wesentlichen 
methodischen Fortschritt bedeutet die Einfiihrung unverdaulicher, 
vollig inerter Stoffe wie Cr,O, als Testsubstanzen, weil man bei ihrer 
Verwendung die Méglichkeit hat, auf die Bestimmung der Nahrungs- 
oder der Kotmenge zu verzichten. Denn wenn man sie in bestimmtem 
Verhaltnis zur aufgenommenen Nahrungsmenge verabreicht, kann man 
die aufgenommene Nahrungs- bzw. Futtermenge dadurch ermitteln, 
daB man den Kot quantitativ sammelt und die Cr,0,-Konzentration 
bestimmt. Wenn man andererseits die Menge der aufgenommenen 
Nahrung kennt, eriibrigt sich die quantitative Sammlung des Kotes. 
Zur Ermittlung der Verdaulichkeit geniigt es, die Cr,0,-Konzentration 
im Kot bzw. das Verhaltnis von Cr,0, zu der zu untersuchenden Sub- 
stanz zu bestimmen. 


Als Testsubstanzen sind verschiedene, angeblich vo6llig unver- 
dauliche Substanzen empfohlen worden, die entweder von Natur aus 
in den zu untersuchenden Nahrungsmitteln vorkommen oder die man 
der Nahrung kiinstlich zugesetzt hat. Auf ihre Eignung untersucht 
und z. Tl. in Ernahrungsversuchen erprobt wurden die folgenden 
Substanzen: Lignin, Kieselsiure, Eisenoxyd, verschiedene Farbstoffe 
und schlieBlich Cr,O,. Lignin geht bei der Aufarbeitung von Kot 
z. Tl. in Lésung!, die mit Kieselsiiure erzielten Ergebnisse schwanken 
zu sehr!, Eisen wird bisweilen in unkontrollierbarer Weise retiniert, 
Cr,0, dagegen ist unresorbierbar und analytisch gut und zuverlassig 
zu erfassen. Wenn sich Cr,0, auch von allen Substanzen am besten 
bewahrt hat und nach Schirch?z. B. bei Rattenversuchen Verwendung 
finden kann, ist seine Anwendung doch an gewisse methodische Voraus- 
setzungen gekniipft, die in Versuchen geklart wurden (vgl. method. Teil). 
Bei Erfiillung dieser Voraussetzungen hat sich die Verwendung von 
Cr,0, als brauchbar und zuverlissig erwiesen, wie in einem Versuch 
iiber die Ausnutzung von Fett und Eiweifi mit und ohne Zugabe von 
Alkohol praktisch unter Beweis gestellt wurde. Als Fett diente hoch- 


1 EK. Druce u. J. S. Willcox, Emp. J. exp. Agric. 17, 188 [1949]. 
2 A. Schiirch, Mitt. Lebensmittelunters. 43, 335 [1952]. 
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schmelzendes Hammelfett (Schmp. 51,0°), als Protein Casein + Weizen- 
protein. Das Futter hatte folgende Zusammensetzung: 


Hammeltalg . . . 20% Weizenschrot . . . 68% 
CWaBOIR. @ 5s) 6 10% Salzmischung . . . 2% 


Dazu wurden auf 100 g Trockenfutter 600 I.E. Vitamin A und 10 I.E. 
Vitamin D gegeben. Das Futter wurde mit 100 bis 150 mg% Cr,0, 
(der genaue Gehalt der Futtermischung wurde jeweils besonders be- 
stimmt) und mit soviel Wasser versetzt, daB der Wassergehalt etwa 
60% betrug. Nach griindlicher Durchmischung im Starmix ergab sich 
ein homogener Brei, in dem auch nach lingerem Stehenlassen das 
Cr,0, nicht sedimentierte. Die Versuchstiere — 9 Ratten im Gewicht 
zwischen 150 und 200 g — blieben iiber die Versuchsdauer die gleichen. 


I. Kontrolle der Futteraufnahme (Vergleich von Cr,0,- und 
Wagemethode) 

Futteraufnahme und Kotmenge wurden tiglich gemessen, im Kot 
wurde die Cr,0,-Konzentration auf die im Versuchsteil angegebene 
Weise bestimmt. Die Berechnung der Futteraufnahme ergab sich 
folgendermaBen: 

Kotmenge (g) - Cr.0,/g Kot 
Cr,0,/g Futter 


Als Beispiel fiir die Zuverliassigkeit der Methode diene das folgende 
Protokoll eines Versuches, an dem in den ersten 6 Versuchstagen ein 
112,5 mg °/, Cr,0, enthaltendes Futter gegeben wurde. 


Futteraufnahme (in g Trockenfutter) = 























Futtermenge ermittelt nach 
Versuchs- Cr,0,/g Kot 
tag Kotmenge (mg) 20s/ Cr,03-Methode | Wagemethode 
Ing g & 
1 562 6,68 3,34 14,44 
2 955 15,61 13,25 11,44 
3 755 20,90 14,04 13,40 
+ 522 11,70 5,43 11,85 
5 1078 19,80 18,91 12,46 
6 1269 18,20 20,45 15,82 
7 375 10,12 3,29 = 
8 625 2,88 1,60 — 
9 573 0,00 0,00 _ 
Summe 6714 | | 80,31 | 79,41 


In diesen Fallen betrug also die Differenz zwischen den nach beiden 
Methoden ermittelten Werten 0,9 g, der Fehler damit 1,1%. In den 
iibrigen Kontrollversuchen, in denen die Ergebnisse beider Methoden 
verglichen wurden, lagen die Differenzen zwischen — 0,7°% und + 1,4%. 
Danach kann man die Werte fiir die mit der Cr,0, ermittelten Futter- 
aufnahme als zuverlissig ansehen, wenn man noch 2 bis 3 Tage nach 
Sistieren der Cr.O,-Zufuhr den Gehalt des Kotes an der Testsubstanz 








12 H. D. Cremer und H. Lingen, Bd. 295 (1953) 






































bestimmt. Falls in einem Ernahrungsversuch die gewichtsmaBige Er- 
fassung der Futteraufnahme auf Schwierigkeiten sté8t, wird man sich 
ohne weiteres der Cr,0,;-Methode bedienen kénnen. Wenn man die 
Wahl zwischen beiden Methoden hat, wird die Entscheidung durch den 
Zeitaufwand bedingt. Dieser liegt nach unseren Erfahrungen fiir die 
Wagemethode erheblich niedriger, wenn man mit kleiner Tierzahl und 
mit kurzen Fitterungsperioden rechnet. Etwa gleich groB ist er, wenn 
man in einem Ansatz die gleiche Futtermischung fiir 5 Tiere und etwa 
10 Tage herstellen kann. Werden die genannten Zahlen iiberschritten, 
k6énnen sich zeitliche Vorteile fiir die Cr,0,-Methode ergeben, doch 
kann bei zu hohen Futtermengen eine homogene Verteilung der Test- 
substanz, wie sie fiir diese Art der Versuchsordnung notwendig ist, auf 
Schwierigkeiten stoBen. 


II. Bestimmung der Verdaulichkeit 
(,scheinbare“ Verdaulichkeit) 


Der Vorteil der Methode liegt hier darin, daB sich die quantitative 
Sammlung des Kotes eriibrigt. Bei einem Versuch tiber die Verdaulich- 
keit von Fett bzw. EiweiB muB lediglich in einer nicht zu kleinen Kot- 
probe der Quotient Fett/Cr,0, bzw. N/Cr,O, bestimmt und mit den 
entsprechenden -Werten im Futter verglichen werden. 

a) Verdaulichkeit von Hammelfett ohne und mit Zulage von 
10cm? Sekt (= 1,1 g Alkohol)/15g Trockenfutter bzw. einer ent- 
sprechenden Menge waBriger Alkohollésung. Die Ratten erhielten das 
Futter am Abend, nachdem sie den Tag iiber praktisch ohne Futter 
gewesen waren, so da® ein wesentlicher Teil des Futters sofort, der Rest 
meist noch vor Mitternacht gefressen wurde. Der Verlust an Alkohol 
lieB sich gering halten, da er erst unmittelbar vor der Fiitterung dem 
Futter zugegeben wurde. Die Verdaulichkeit ergab sich nach der 
folgenden Formel: 

mg Fett/g Futter mg Fett/g Kot 
__ mg Cr,0;/g Futter ~ mg Cr,03/g Kot 
> mg Fett/g Futter 
mg Cr,0,/g Futter 


Fiir die einzelnen Versuchsperioden wurden die in der Abbildung 
verzeichneten Werte ermittelt. 

Infolge der individuellen Streubreite schwanken bei den einzelneu 
Tieren die Werte fiir die Verdaulichkeit, doch gehen die Schwankungen 
in allen drei Versuchsreihen immer in der gleichen Richtung. Abge- 
sehen davon, da8 ein Unterschied sich rein anschaulich ergibt, lassen 
sich die Differenzen der Mittelwerte zwischen den Versuchen 1 und 3 
bzw. 1 und 2 statistisch sichern*. Der Fehler der Differenz der Mittel- 

3 §. Koller, Graphische Tafeln zur Beurteilung statistischer Zahlen. Leipzig 
1943, S. 40. 
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% Fett-Verdaulichkeit 
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Verdaulichkeit von Hammelfett bei 9 Ratten unter Zulage von Sekt (2. Periode), 
waBr. Athanollésung (3. Periode) und ohne Zusatz (1. Periode). 


werte Opi, ist Voz, + Ou, 3 multipliziert man mit {einem von der 
Zahl der Einzelwerte abhaingigen Faktor > 3, mu8 das Produkt kleiner 
sein als die wirkliche Differenz der Mittelwerte, wenn sich ein statistisch 
gesicherter Unterschied ergeben soll. Fir die 3 Versuchsreihen stellt 
sich dies folgendermaBen dar (M = Mittelwert): 


M,—M, = 3,1 Opirr2/, X 3,6 = 1,6 
M,—M, == 2,0 ODift.s/, x 3,6 = nS 
M,—M, =1],1 Opift.2/, X 3,6 = 1,6 


Gesichert sind also die Unterschiede zwischen den Versuchsreihen 1 
(Wasser) und 2 (Sekt) sowie 1 und 3 (Athanol), nicht dagegen die zwischen 
2 und 3. 

b) Verdaulichkeit von Eiwei8: Im gleichen Versuch wurde die 
, scheinbare“‘ Verdaulichkeit von im Casein und im Weizenschrot ver- 
fiittertem EiweiB festgestellt. Die Mittelwerte betrugen in der Periode 
mit Zugabe von Wasser 82,2 + 1,2%, bei Sekt 83,0 + 1,3% und bei 
Athanollésung 84,6 + 1,5%. Die Fehlerbereiche‘ iiberschneiden sich, 
die Unterschiede sind daher nicht signifikant. 


Methodischer Teil 


Bestimmung von Cr,0, im Kot. Voraussetzung fiir eine zuverlissige 
Bestimmung ist es, den Kot zu einem feinen homogenen Pulver verreiben zu 
kénnen. Dies ist unméglich, wenn im Kot die folgenden Substanzen vorkommen: 


4 Der Fehlerbereich ist nach Koller das Produkt aus dem Mittleren Fehler 
= d? 


a und einem von der Zahl der Einzelwerte abhangigen Faktor > 3. 
n(n— 


— 
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1. Holzreste, die man findet, wenn Bestandteile des Kafigs aus Holz gefertigt sind 
und von den Tieren angenagt werden-kénnen. — 2. GréBere Mengen an Haaren. — 
3. Cellulose, die vorkommt, wenn man den Ratten als Ballaststoff Papier oder 
Cellulosepulver verfiittert. Ohne Ballaststoff kommt man hingegen auch nicht 
aus, weil bei zu geringem Kotvolumen die an Kafigteilen haften bleibenden 
Anteile relativ zu sehr ins Gewicht fallen und einen hohen absoluten Fehler be- 
dingen kénnen. Als Ballaststoff bewahrt sich das in unserem Versuch gleichzeitig 
als Hauptnahrungsbestandteil gegebene Weizenschrot. 

In einem Nickeltiegel (30 x 40 mm) werden 0,8 bis 1,0 g Kot, enthaltend 
7,5 bis 22,5 mg Cr,O,, eingewogen. Dazu gibt man 1,5 g eines aus 4TIn. Na,CO, und 
6 Tin. Na,O, bestehenden Schmelzgemisches und halt 8 Min. iiber den Bunsen- 
brenner bei schwacher Rotglut. Nach Abkiihlung unter 100° stellt man die Tiegel 
in 250-cm*-Becherglaser, lést die Schmelze in aqua dest., gieBt durch ein Filter 
in einen 250-cm?-MeBkolben, spiilt die Tiegel mehrmals mit heiBem aqua dest., 
evtl. unter Erhitzen des Tiegels im Becherglas, und fiillt schlieBlich im MeBkolben 
zur Marke auf. Die kolorimetrische Bestimmung des entstandenen Chromats 
erfolgt in 20-mm-Kiivetten bei Filter 8 43. Man liest nach einer Kichkurve ab, 
die man sich unter Zugrundelegung bekannter Cr,0,-Mengen aufgestellt hat. 

Bestimmung von Cr,0, im Futter. Zur Oxydation aller evtl. als Ver- 
unreinigung vorhandenen anderen Cr-Verbindungen oder anderer Beimengungen 
wird die kaufliche Substanz 3 Stdn. bei 900° gegliiht. Nach mehrfachem Aus- 
waschen mit aqua dest. wird dann bei 110° zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
Das so gewonnene Praparat wird auch zur Aufstellung der Eichkurve verwandt. — 
Die Veraschung des Futters erfolgt zunichst 6 Stdn. im Muffelofen bei 800°. 
Dann erfolgt die weitere Aufarbeitung wie bei Kot beschrieben. 

Tiegel sind zuerst durch einen ,,Leeraufschlu8“‘ daraufhin zu priifen, ob 
das Material keine Cr-Verbindungen enthalt. Nickeltiegel halten infolge der auBer- 
ordentlich stark oxydierenden Schmelze im Héchstfalle 15 bis 18 Aufschliisse aus. 
Porzellantiegel bewahrten sich nicht, weil die Glasur schon nach dem ersten Auf- 
schlu8B zu Verlust geht und dann Cr-Verluste in die Tiegelwand hinein auftreten. 
Bei Verwendung der widerstandsfahigeren und billigeren Eisentiegel ergab sich 
zunachst die Schwierigkeit, da8 verschieden gefirbte wasserlésliche Eisen- 
verbindungen die kolorimetrische Bestimmung des Chromats stérten. Durch Zu- 
gabe von 5 cm® etwa 5-proz. H,O,-Lésung und Aufkochen lieBen sie sich jedoch 
quantitativ in Fe(OH), iiberfiihren und abfiltrieren. f 

Fettbestimmung erfolgte gravimetrisch nach Extraktion mit Athanol 
und Chloroform, N-Bestimmung wie iiblich nach Parnas.' 


Zusammenfassung 


Als unverdauliche Testsubstanz hat sich Cr,0, sowohl zur Be- 
stimmung der Futteraufnahme wie der Verdaulichkeit bewahrt. Die 
Methode sowie ihre Anwendung zur Bestimmung der Verdaulichkeit 
von Fett und EiweiB wird beschrieben. Bei Anwendung auf Versuche 
an Ratten wird gezeigt, daB Zugaben von Sekt und waBriger Athanol- 
lésung die Verdaulichkeit von schlecht ausnutzbarem Hammeltalg 
verbessern, wahrend sich ein EinfluB auf die EiweiSverdauung nicht 
nachweisen 1aBt. 
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Die Einwirkung der a-,8- und y-Isomeren des Hexachlorcyclo- 
hexans (HCH) auf esterspaltende Fermente 
Von 
Herbert Keller 
Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Bonn 
(Direktor: Prof. Dr. Dr. W. Schulemann) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Juni 1953: 


Herrn Professor K. T homas zum 70. Geburtstage gewidmet 


Die Einwirkung der Kontaktinsektizide auf Fermentsysteme mit 
dem Ziel, Riickschliisse auf ihren Wirkungsmechanismus zu ziehen, 
ist bisher nur an relativ wenigen Beispielen untersucht worden. Demuth 
und Lendle! haben die dehydrierende Wirkung eines Froschmuskel- 
breies auf Triphenyltetrazoliumchlorid nach der von Kuhn und Mit- 
arbeitern? inaugurierten Methode als Modell benutzt und nachgepriift, 
ob sich eine eindeutige Beeinflussung des Systems durch Kontakt- 
insektizide feststellen lieB. Sie erhielten bei Verdiinnungen von 1:30000 
noch 14,5°% Hemmung gegeniiber der unbeeinfluBten Reaktion, wenn 
sie ein technisches Gamexan-Priparat verwendeten. Mit schmelzpunkt- 
reinem y-HCH dagegen waren ihre Ergebnisse sehr viel weniger ein- 
drucksvoll, und man darf daher mit den Verfassern schlieBen, daB in 
der ,,Schidigung von Dehydrasesystemen kein spezifischer Angriffs- 
punkt von Kontaktinsektiziden‘’ zu suchen ist. Nach den Unter- 
suchungen dieser Autoren gilt dies sowohl fiir y-HCH wie auch fiir DDT 
und E 605 (p-Nitrophenyl-diathyl-thiophosphorsiure). 

Andere im Tierversuch oder an mehr oder weniger isolierten Enzym- 
systemen durchgefiihrte Untersuchungen dieser Art sind die Experimente 
von Dallemagne, Philippot und Gernay?®, die durch Tierversuche 
zu der Auffassung gelangten, da® fiir das Gamexan ein Angriffspunkt 
an der Cholinesterase anzunehmen sei, eine Vermutung, die sich durch 
den in-vitro-Versuch jedoch nicht erharten lie. 

Die Hydrolyse-Theorie von Martin und Wain* kann ebenso wie 
die Narkose-Theorie von Gavaudan und Pousset® als iiberholt be- 
trachtet werden. SchlieBlich gelten auch die Uberlegungen von Slade®, 
daB nimlich der Vitamin B-Stoffwechsel im Sinne der R. Kuhnschen 
Theorie vom Wirkungsmechanismus der Sulfonamide durch y-HCH 
eine Beeinflussung erfahre, heute als nicht zutreffend, nachdem durch 
Riemschneider und Gerischer’ erwiesen ist, daf andere Isomeren 


1G. Demuth u. L.Lendle, Arch. Pharmaz. 284/56, 298 [1951]. 

2 R. Kuhn u. D. Jerchel, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 949 [1941]. 

3M. I. Dallemagne, E. Philippot u. I. M. Gernay, Experientia [Basel] 
4, 155 [1948]. 

4H. Martin u. R.L. Wain, Nature [London] 154, 512 [1944]. 
' 5 P. Gavaudan u. H. Pousset, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 224, 683 
1947]. 

6 R. E. Slade, Chem. and Ind. 40, 314 [1945]. 

7 R. Riemschneider u. W. Gerischer, Z. Naturforschg. 8b, 267 [1948] 
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gegeniiber manchen Heferassen und Bakterien eine noch bedeutend 
stirkere Wirkung haben als das y-Isomere. Judah® hat schlieBlich 
feststellen k6nnen, daB die Gewebsatmung, die Glykolyse und die 
aerobe Phosphorylierung verschiedener von ihm untersuchter Gewebe 
nicht durch y-HCH verandert werden. Mit Domenjoz® und der iiber- 
wiegenden Mehrzahl aller Autoren kann man die Kontaktinsektizide 
als sogenannte Nervengifte bezeichnen und darf damit ihren Angriffs- 
punkt an einem Fermentsystem vermuten, das seine vorzugsweise 
Lokalisation im Nervengewebe hat. Die Tatsache, daB an sogenannten 
entnervten Praparaten!® Einwirkungen dieser Stoffe zu beobachten 
sind, aéndert nichts an der groBen Wahrscheinlichkeit der Auffassung, 
daB der wesentliche und zum Tode des Insekts fiihrende Mechanismus 
in einer St6rung nervéser Funktionen zu erblicken ist. Die bemerkens- 
wert schlechte Wasserléslichkeit — besonders des y-HCH-Isomeren —, 
welcher die scheinbare Ungiftigkeit dieser Verbindung vorwiegend 
zuzuschreiben ist, laBt erwarten, daB sie nicht an einem stark hydro- 
philen System angreifen wird, sondern wahrscheinlich an einem vor- 
wiegend lipophilen, d.h. an einem System, in dessen Substrat sich 
bessere Lésungs- und damit Wirkungsméglichkeiten ergeben. 


. Wir bemiihten uns um einen Uberblick iiber die Frage, ob und 
in welcher Form Kontaktinsektizide, insbesondere y-HCH, als Effektoren 
von esterspaltenden Fermenten auftreten kénnen. Wir haben dabei 
die Beeinflu8barkeit von pflanzlichen und tierischen Fermenten gepriift, 
die entweder anorganische oder organische Ester spalten. Dabei war 
uns bekannt, daB Nervengewebe gegeniiber héheren und niederen Fett- 
sdureestern eine relativ geringe enzymatische Aktivitaét besitzt™. Vor- 
versuche mit Systemen, die fiir dieses Gewebe spezifischer sind, z. B. 
mit der Lecithin-Esterase, hatten aber zu so schlecht reproduzierbaren 
Resultaten gefiihrt, da8 wir uns doch entschlossen, auch die besser 
definierten Systeme heranzuziehen, wenn sie auch sinngemaB fiir unsere 
Fragestellung weniger bedeutsam erschienen. 


Im einzelnen haben wir folgende Fermente gepriift: 


I. Esterasen mit anorganischem Substrat: 
»,Neutrale“ Kartoffelphosphatase. 


Il. Esterasen mit organischen Estern als Substrat: 
a) Pflanzliche Esterase: Ricinus-Lipase 
b) Tierische Esterase: Pankreas-Lipase 

. Leber-Esterase 

. Hirn-Esterase 

. Musciden-Esterase 


Pwd 


8 I. D. Judah, Brit. J. Pharmacol. Chemotherapy 4, 120 [1949]. 

® R. Domenjoz, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
208, 144 [1949]. 

10 H.H. Schneider u. L.Lendle, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. 
Pathol. Pharmakol. 210, 119 [1950]. 

11 §. Edlbacher, E. Goldschmidt u. V.Schlappi, diese Z. 227, 118 
[1934]. 
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A. Versuche mit ,,neutraler“ Kartoffelphosphatase 


Unsere Untersuchungen mit diesem Ferment basieren experimentell auf den 
Angaben von Stetter?, der in jiingster Zeit die Fluorschadigung der Kartoffel- 
phosphatase eingehend untersucht hat. Entsprechend seinen Angaben wahlten 
wir zur Darstellung des Fermentes die Aceton-Fallung nach Helferich und 
Stetter*: 

Aus frisch gewaschenen, geschalten Kartoffeln wurde ein PreBsaft hergestellt 
aus dem durch fraktionierte Acetonfaillung ein Niederschlag mit etwa 50°/, der 
gesamten Phosphatase-Aktivitat zu erhalten war. 3 g dieses getrockneten Nieder- 
schlages wurden in 150 ccm einer mol/10-Dinatriumcitratlésung gelést und mit 
0,2 g Natriumsulfit versetzt, das in wenig Wasser gelést war. Der Ansatz wurde 
3 Stdn. unter 6fterem Schiitteln stehengelassen und darauf zentrifugiert. Das 
klare Zentrifugat wurde mit einer 2-proz. Tannin-Lésung fraktioniert gefallt, bis 
durch Tannin kein Niederschlag mehr zu erreichen war. Die letzte Fallung enthalt 
dabei praktisch das ganze Ferment. Dieses wurde mittels Acetons tanninfrei 
gewaschen und im Vakuumexsikkator getrocknet. Die Aktivitat des erhaltenen 
Produktes schwankte zwischen 20—100 P.E./mg. 

Als Substrat diente beim Spaltungsansatz Mononatriumphenylphosphat in 
Citronensiurelésung bzw. Dinatriumcitratlésung. Durch entsprechendes Mischen 
wird der py-Wert auf 3,5, 3,8 und 4,1 eingestellt. Der Ansatz erfolgte in der Weise, 
daB 2 com Substrat-Pufferlésung mit 1 ccm «-, B- oder y-HCH in Konzentrationen 
von 10-* bis 10-7 in 10-proz. athanolischer Lésung in ein 50 ccm Erlenmeyer- 
kélbchen eingebracht wurden und 10 Min. bei 20° © im Wasserbad blieben. Nun 
wurde die vorgewirmte Fermentlésung, die etwa 15 P.E. enthielt, zugesetzt. 
Wir lieBen sie genau 2 Stdn. einwirken, stoppten dann durch Zusatz von 25 cem 
einer 7,5-proz. K,CO,-Liésung die Reaktion ab, setzten 10 cem n/50-Jodlésung 
und nach etwa 25 Min. 3 ccm 5-n. H,SO, zu. Mittels einer Mikrobiirette wurde 
dann mit n/50-Thiosulfat zuriicktitriert. Als Kontrollansatz diente dieselbe An- 
ordnung mit 1 ccm 10-proz. Athanollésung ohne Zusatze. Es wurde zu diesen 
Arbeiten stets nur bidestilliertes Wasser verwendet und auf die Reinheit der 
Reagenzien gréBter Wert gelegt. 


Tab. 1. Einwirkung von Kartoffelphosphatase auf Mononatriumphenylphosphat 
in Gegenwart von HCH. 


Jod-Verbrauch 








bei «-HCH | bei 6-HCH bei y-HCH 
“ 10-1 | 10-3 | 10-5 | 10-2 | 10-3 | 10-5 | 10-2 | 10-3 | 10-5 | Kon- 
PH -mol. | -mol. | -mol. | -mol. | -mol. | -mol. | -mol. | -mol. | -mol. | trolle 





3,5 2,70 | 2,68 | 2,74 | 2,69 | 2,75 | 2,76 | 2,74 | 2,80 | 2,76 | 2,75 





3,8 2,90 | 2,92. | 3,01 | 3,00 | 3,10 | 3,01 | 2,80 | 2,85 | 3,10 | 3,00 



































4,1 3,13 | 3,20 | 3,40 | 3,40 | 3,38 | 3,30 | 3,45 | 3,60 |.3,55 | 3,42 


Ergebnisse: Tab. 1 zeigt die Mittelwerte von je 20 Bestimmungen. 
Bei dem «-Isomeren kann man eine gewisse Hemmung, beim y-Isomeren 
eine angedeutete Beschleunigung der Reaktion erkennen. Das /-Isomere 
ist praktisch ohne EinfluB. 

Versuche mit technischen Praparaten ergaben stets eine erhebliche 
Hemmung der Phosphatase-Aktivitiét, doch waren keine regelmaBig 


12 H. Stetter, Chem. Ber. SI, 532 [1948].! 
13 B. Helferich u. H. Stetter, Liebigs Ann. Chem. 558, 234 [1947]; 560, 
191 [1948]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 295 2 














18 Herbert Keller, Bd, 295 (1953) 


reproduzierbaren Werte zu erzielen. Dieser inhibitorische Effekt muB 
auf Begleitsubstanzen zuriickgefiihrt werden, da Versuche mit Mi- 
schungen von schmelzpunktreinen Isomeren niemals eine erhebliche 
Hemmwirkung zeigten. Ein eindeutiger, reproduzierbarer Effekt irgend- 
einer Art war an dem beschriebenen Fermentsystem durch die drei ge- 
priiften Isomeren des Hexachlorcyclohexans nicht zu erzielen. 


B. Untersuchungen mit Ricinus-Lipase 


Die Darstellung des Ferments erfolgte nach Willstatter und Waldschmidt- 
Leitz': 

Geschalte Ricinussamen werden mit Wasser zerrieben, die entstandene 
Suspension scharf zentrifugiert und die so entstandene ,,Ricinussahne“ als Ferment- 
praparat benutzt. Als Substrate dienten Olivenél, Tributyrin und Triacetin, in 
denen die Isomeren gelést waren. Die Lésung in Oliven6l erzielten wir durch 
24-stdg. Schiitteln in einer Schiittelmaschine. Wir hatten in orientierenden Vor- 
versuchen (mit biologischen Methoden) die Erfahrung gemacht, daB die gleich- 
maBige Durchmischung einer dligen y-HCH-Lésung einen erheblichen Zeitaufwand 
erfordert, wenn vollig einheitliche Verhaltnisse als Voraussetzung gut reproduzier- 
barer Versuchsergebnisse erzielt werden sollen. Bei Lésungen, die wir auf diesem 
Wege bereitet hatten, priiften wir das «-, B- und y-Isomere in den drei genannten 
Estern in Konzentrationen von 10-5- bis 10~?-molar. Als Kontrollen dienten die 
reinen Fettsiureester. Das Reaktionsmedium war eine waBrige 0,05-proz. CaCl,- 
Lésung mit einem Zusatz von 1°{ Albumin. Die Ricinussahne, in einem HohlmaB 
abgemessen, im Volumen von 0,5 ccm H,O, wurde mit 0,5 cem Substrat zu 10ccm 
Reaktionslésung zugegeben. Das Gemisch wurde durch kraftiges, 1 Min, dauerndes 
Schiitteln emulgiert und im Thermostaten bei 25° C bebriitet. Nach 30 und 60 Min. 
entnahmen wir die Proben mit den Kontrollen und bestimmten den Umsatz. Die 
Bestimmung der Esterspaltung erfolgte durch Titration der freigesetzten Saure 
mit methanolischer n/50-KOH gegen Phenolphthalein. 


Ergebnisse: In den Konzentrationen von 10-?- bis 10-5-m. der 
x-, B- und y-Isomeren des HCH konnte in keinem Ansatz eine ein- 
deutige und stets reproduzierbare Differenz gegeniiber den Leerproben 
festgestellt werden. 


C. Untersuchungen mit Pankreas-Lipase 


Fir diese Untersuchungen wurde als Esterase ein Industriepraparat ver- 
wendet, welches je g Trockensubstanz 5 Willstatter-Einheiten enthielt. 

Als Substrat dienten Olivenél, Tributyrin, Triacetin und Buttersiure-athyl- 
ester. Die Bestimmung des Umsatzes erfolgte in der gleichen Weise wie bei der 
Ricinus-Lipase. Dem Reaktionsmedium setzten wir 0,5°4 Ovalbumin und Spuren 
von Mangansulfat zu. Die Bebriitungstemperatur betrug 30°C. 

Ergebnisse: Die Hydrolyse der Ester lieB sich durch die zu- 
gesetzten drei Isomeren des HCH einschlieBlich technischer Insektizid- 
Praparate in keiner Weise beeinflussen. Priifungen auf die Empfind- 
lichkeit des Fermentes gegeniiber Chinin zeigten einen starken Hemm- 
effekt. Gegeniiber Atoxyl war das Priparat nur wenig empfindlich. 


D. Untersuchungen mit Leber- Esterase 


Die Darstellung erfolgte nach Willstatter und Memmen®. Frische 
Schweineleber wurde grob zermahlen, das Bindegewebe soweit wie mdglich 


14 RK. Willstatter u. E. Waldschmidt-Leitz, diese Z. 184, 161 [1924]. 
15 R. Willstatter u. F.Memmen, diese Z. 188, 216 [1924]. 
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mechanisch entfernt, mit Aceton und Ather entwassert und bei Zimmertemperatur 
auf Filterpapierbogen getrocknet. Die grobe Trockenmasse wurde feinst pulveri- 
siert, die waBrigen Ausziige aus diesem Pulver dienten als Enzympraparat. Diese 
waBrigen fermenthaltigen Lésungen wurden im Kiihlschrank bei +-3° C aufbewahrt 
und stets nur fiir einen Tag benutzt. Als Substrat bedienten wir uns neben Butter- 
siure-aithylester, Triacetin und Tributyrin vor allem des Propionsaiure-athylesters, 
welcher nach unseren Erfahrungen der ideale Lésungsvermittler zwischen den 
Isomeren des Hexachlorcyclohexans und Wasser ist. Fettsiureester tiber 4 C-Glieder 
bedingen durch ihre eigene, maBige bis schlechte Wasserléslichkeit eine niedrige 
Grenze der HCH-Lésungsméglichkeit. AuBerdem ist der Emulgierungsgrad von 
Systemen, die mit solchen Estern hergestellt sind, praktisch nicht konstant zu 
erhalten. Dabei ist — nach unseren Erfahrungen — sowohl die Eigenhydrolyse 
dieser Verbindungen, wie auch enzymatische Spaltungen, besonders wenn es sich 
um niedrige Fermentkonzentrationen handelt, nicht unwesentlich vom Ver- 
teilungsgrad des Esters in der waiBrigen Phase abhangig. Wird andererseits die 
Hydrophobie mit absteigender C-Zahl geringer, d.h. wird der Ester allmahlich 
gut wasserléslich, wie beispielsweise der Essigsiure-aithylester, so nimmt auch 
seine Fahigkeit als Lésungsvermittler stark ab. Bei Verwendung dieses Esters 
fallen auch schon sehr kleine HCH-Mengen, die im Ester gelést sind, beim Ein- 
bringen in die waBrige Phase nahezu quantitativ wieder aus. Der Propionsaure- 
athylester gewahrt infolgedessen die giinstigsten Bedingungen: Seine verhiltnis- 
maBig gute Wasserléslichkeit erméglicht es, relativ groBe Mengen HCH im Wasser 
in klarer Lésung zu halten. In solchen klaren Lésungen sind Fermentversuche 
am sichersten reproduzierbar, da keine Schwierigkeiten durch Verainderung des 
Emulgierungsgrades entstehen und der Kontakt zwischen Ferment und Effektor 
in klar gelésten Systemen zweifellos der beste ist. 

Als Puffer wurde eine Lésung verwendet, die bei einer sehr geringen Puffer- 
kapazitét doch eine relativ groBe Stabilitét besitzt und sich dadurch fiir diese 
Untersuchungen besonders eignet. 

40 ccm frisch zubereitetes, carbonatfreies, bidestilliertes Wasser wurden mit 
n/100-NaHCO, auf 50 ccm aufgefiillt, 1 cem Bromthymolblau-Lésung (0,05°% 
in 10-proz. Athanol) zugesetzt, mit einem Gasgemisch, bestehend aus 95°/, N, 
und 5°, CO, iiberschichtet und in dieser Atmosphare aufbewahrt. Zur Reaktion 
wurden 5 ccm dieser Pufferlésung im N,/CO,-Strom entnommen, mit 0,1 ccm 
Propionsaure-athylester gemischt und schlieBlich 3,5 Einheiten Leberesterase 
zugefiihrt. Alle Arbeiten fiihrten wir in dem beschriebenen Stickstoffmilieu durch. 
Da die Fermentaktivitaét bei unseren Versuchen bekannt und méglichst konstant 
sein muBte, wurde sie nach der Methode von Harrer und King? mit etwas 
veranderten GréBenverhialtnissen festgelegt: 

Das vorbeschriebene System wird 30 Min. bei 25°C durch Nachtitrieren 
von n/100-NaOH auf konstantem py, d. h. auf demselben Farbton gehalten. Eine 
Esterase-Einheit entsprach bei dieser Bestimmung 1 ccm 0,01-n. Alkaliverbrauch 
wahrend der Beobachtungszeit. 

Der Reaktionsablauf wurde elektrophotometrisch bei der Hg-Linie 546 my 
und einer Schichtdicke von 10mm in Intervallen von 1 Min. verfolgt. Dabei 
achteten wir darauf, daB nur zur Messung das Hg-Licht die Kiivette bestrahlte, 
in der tibrigen Zeit aber die Reaktionslésung unbelichtet war. Es hatte sich nim- 
lich im Verlauf der Versuche gezeigt, daB durch langere Belichtung mit dem 
monochromatischen Licht der Quecksilber-Hochdruck-Lampe die Hydrolyse des 
Esters verindert wurde. Durch die Belichtung wird die Autohydrolyse des Esters 
beschleunigt; es wird die Fermentaktivitét schwankend, zunachst im Sinne einer 
Aktivierung, spaiter einer Hemmung beeinflu8t, und es scheint ein nicht unwesent- 
licher Effekt auf das y-Hexachlorcyclohexan in hohen Verdiinnungen vorzuliegen. 


Ergebnisse: Die Reaktion ohne Zusitze ergab ein Bild, dem die 
obere Kurve der Abb. 1 entspricht. Um die Kinetik des Vorganges 


16 C, J. Harrer u. C.G. King, J. biol. Chemistry 188, 111 [1941]. 
Q* 
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Abb. 1. Einflu8 von y-HCH auf die Spaltung von Propionsiure-athylester durch 
Leberesterase. Ordinate: Extinktion bei 546 my und einer Schichtdicke von 
10mm. A: Kontrolle, B: Zusatz von 2 x 10-8-mol. y-HCH. 
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Abb. 2. Eichkurve zur Bestimmung der nach Abb. 1 gebildeten Propionsaure, 
aufgestellt unter den Bedingungen des in Abb. 1 dargestellten Versuchs. Ordinate: 
wie in Abb. 1, Abszisse: mg~+ Propionsaure. 
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im engeren Sinne kennenzulernen, eichten wir unser System mit in- 
aktiviertem Ferment und Zusatz bekannter Mengen Propionséure. 
Die Extinktion gegen die Siuremengen aufgetragen, ergibt dann die 
Eichkurve der Abb. 2. 

Diese Werte der Abb. 1, umgerechnet, nach Abb. 2, fiihren dann 
zur Abb. 3, in der der tatsichliche Reaktionsablauf zu erblicken ist. 
Wie aus der Abbildung ersichtlich, lieB sich bei dieser Anordnung eine 
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Abb. 3. Die Werte der Abb. 1 nach der Eichkurve (Abb. 2) korrigiert. Die Werte 
sind erst von einer Einwirkungszeit von 10 Min. ab aufgezeichnet. Ordinate: 
mg! Propionsaure. 


bei den mit y-HCH versetzten Ansatzen eindeutige Aktivierung nach- 
weisen. Dieser Effekt war auch schon bei den Versuchen mit den anderen 
Esterasen hin und wieder angedeutet gewesen. Dieser aktivierende 
EinfluB des y-HCH besitzt ein relativ begrenztes Konzentrations- 
Optimum, die Aktivierung sinkt nach beiden Seiten rasch ab und kann 
sogar, wenn sehr groBe Dosen Lindan (y-HCH) vorliegen, in eine leichte 
Hemmung umschlagen. Den Einflu8 der Konzentration an y-HCH 
auf die Spaltung nach einer bestimmten Zeit zeigt Abb. 4; man erkennt 
das eigentiimliche Aktivierungsmaximum, dessen Unter- oder Uber- 
schreitung den ProzeB riickliufig beeinfluBt. Das Ausmaf8 der Akti- 
vierung wird bestimmt von dem Verhaltnis y-HCH zu wirksamem 
Ferment sowie von der Beziehung Fermentkonzentration zu Substrat- 
konzentration. Die in Abb. 4 angegebenen GroéBenordnungen sind die 
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fiir den Aktivierungseffekt giinstigsten, die wir ermittelt haben. Das 
«- und f-Isomere waren gegeniiber Leberesterase vollig wirkungslos. 
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Abb. 4. Einflu8 der Konzentration von y-HCH auf die Spaltung von Propion- 

siure-aithylester durch Leberesterase. Einwirkungszeit: 14 Min. Ordinate: mg-} 

Propionsdéure, Abszisse: Konzentration an Insektizid. 3,5 E  Leberesterase, 
Temp. 22°C, Anordnung s. Text. 


Um die allgemeine Giiltigkeit des beobachteten Effektes zu priifen, 
stellten wir den gleichen Versuch nach der grundsiatzlich andere Be- 
dingungen bietenden Methode von Ammon und Fischgold?” 38 an. 

In den Hauptraum der iiblichen konischen Warburg-GefaBe mit einer Seiten- 
birne ohne Einsatztrog pipettierten wir 2,6 cem Puffer und 0,1 cem Propionsaure- 
athylester mit und ohne HCH-Gehalt. Der Puffer hatte folgende Zusammen- 
setzung: 100 ccm 0,99 NaCl, 2 ccm 1,2°% KCl, 30 ccm 1,2°4 NaHCO,. In den 
Seitenarm kamen 0,3 ccm waBrige Fermentlésung, deren py auf 7,2 eingestellt 
war. Die Aktivitaét der zugesetzten Esterasemenge betrug etwa 0,02 Einheiten 
nach Harrer und King. (Diese Menge an aktivem Enzym ist beim Bromthymol- 
blautest nicht in der Lage, eine Umfiairbung des Reaktionsgemisches zu bewirken.) 
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Abb. 5. Spaltung von Propionsaure-athylester durch Leberesterase, gemessen 
an dem entwickelten Kohlendioxyd. Kurve A: Ansatz mit 1 x 10~® mol. y-HCH. 
Kurve K: Kontrolle ohne y-HCH. Anordnung s. Text. 


17 R. Ammon u. H. Fischgold, Biochem. Z. 284, 54 [1931]. 
18 H. Fischgold u. R. Ammon, Biochem. Z. 284, 39 [1931]. 
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Im Ester waren verschiedene Mengen der Isomeren gelést. Als Gasphase diente 
N, mit einem Zusatz von 5%, CO., die Temperatur betrug 30,0° C, bei 100 Doppel- 
schwingungen/Minute. mit einer Amplitude von 7 cm. 


Das Ergebnis mit dieser Anordnung war sehr eindeutig: 

Die Ansitze ohne y-HCH zeigten wahrend einer Mebzeit von 
30 Min. keine meBbare Austreibung von CO,, da die Menge an aktivem 
Ferment offenbar nicht geniigend groB war, um hinreichende Mengen 
Propionsiure freizusetzen. Die Insektizid-Ansitze dagegen ergaben 
die charakteristische Kurve A der Abb. 5. Die Freisetzung von CO, 
betrug unter optimalen Verhiltnissen bis zu 62 mm?/30 Min. Das 
Resultat lieB sich sicher reproduzieren. 


E. Untersuchungen mit Hirn-Homogenaten 


Um die Frage zu klaren, ob nur die Esterase der Leber von Warm- 
bliitern geeignet ist, den beobachteten Effekt durch y-HCH zu ergeben, 
priiften wir die esterspaltende Fahigkeit eines Hirnhomogenats mit 
und ohne Zusatz von HCH-Isomeren. 

Da die esteratische Aktivitét von Gehirn- und Nervenzellgewebe 
gegentiber den experimentell iiblichen Esterase-Praparaten gering ist", 
war es notwendig, die Beobachtungszeiten entsprechend zu verlaingern. 

Als Ausgangsmaterial diente das Hirn mannlicher und weiblicher weiBer 
Mause im Gewicht von 20— 24g. Die Tiere wurden dekapitiert, das Hirn sofort 
herausprapariert und im Glashomogenisator feinst suspendiert. Als Suspensions- 
fliissigkeit dienten 5 ccm physiol. NaCl-Lésung auf je 300 mg Hirn. Vom frisch 
zubereiteten Homogenat wurden 0,1 ccm je Ansatz verwendet. Die bei der Leber- 
esterase beschriebene Bromthymolblau-Methode diente auch bei diesen Unter- 
suchungen als Test. 

Ergebnisse: Es zeigte sich, daB Hirnesterasen gleichfalls durch 
y-HCH aktivierbar sind. Die Aktivierung zeigt .im Vergleich zur Akti- 
vierbarkeit der Leberesterase ein etwas hodheres Maximum, das bei 
5 x 10-5-m. lag. Die Kurvencharakteristik der Abb. 4 kann auch 
bei dieser Anordnung gelten mit dem Unterschied, daB etwa um eine 
Potenz héhere Insektizidmengen benétigt werden, um den aktivierenden 
bzw. hemmenden Effekt auszulésen. Dabei sind die Unterschiede von 
Praparat zu Praparat relativ groB, mit anderen Worten, die Eigen- 
aktivitét unterliegt recht erheblichen individuellen Schwankungen. 
Eine ausgleichende Aktivierung im Sinne Willstatters war nicht zu 
beobachten. 


F. Untersuchungen mit Dipteren-Esterasen 
Zur Priifung, ob zwischen der esteratischen Fahigkeit von Insekten- 
organen grundsitzliche Unterschiede gegeniiber Warmbliiter-Esterasen 
hinsichtlich der BeeinfluBbarkeit durch Insektizide bestehen, priiften 
wir eine Versuchsreihe mit Dipteren-Esterase. 


Darstellung des Fermentes: 200 Stubenfliegen gleicher Zucht wurden 
etwa 3 Tage nach dem Schliipfen durch Vertrocknen tiber P,O; im Kiihlschrank 
bei +-3° C getétet. Danach wurden ihnen Kopf und Beine abgetrennt und daraus 
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das Ferment gewonnen. Thorax und Abdomen mit den Fliigeln erwiesen sich als 
ungeeignet. Die Fliegenképfe und -beine reinigten wir durch kurzes Waschen mit 
Alkohol und Ather, wuschen mit Aqua dest. nach und nutschten das Wasser ab. 
Das noch feuchte Material wurde mit 2 ccm Insektenringer im Glashomogenisator 
feinst zerrieben. Die braunschwarze, triibe Fliissigkeit, aus der sich auch bei 
langerem Aufbewahren kein Niederschlag absetzte, wurde als Enzympraparat 
benutzt. Es ist in seiner Aktivitét sehr unstabil und ]aBt sich auch in Stickstoff- 
atmosphire bei Temperaturen unter 0° C nur kurze Zeit aufbewahren. Als Substrat 
benutzten wir fiir diese Untersuchungen ausschlieBlich Propionsiure-athylester, 
nachdem wir festgestellt hatten, daB mit den anderen angewandten Estern (Butter- 
siure-athylester, Triacetin, Tributyrin) grundsitzlich gleiche. aber weniger gute 
Ergebnisse zu erzielen waren. Die Messung der Fermentaktivitaét nahmen wir 
wieder mit der Bromthymolblau-Methode vor. 
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Abb. 6. Spaltung von Propionsiure-ithylester durch Dipteren-Esterase. An- 
ordnung wie beschrieben a) ohne, b) mit y-HCH (normale Fliegen), c) mit y-HCH 
(resistente Fliegen). Konzentration 3x 10-5-mol. Ordinate: mg~! Propionsaure. 


Ergebnisse: Die Abb. 6 zeigt die Kurve der Saéureproduktion 
wahrend 6 Stdn. bei 25°C, wobei die eigentliche Saurefreisetzung aus 
einer Eichkurve ermittelt worden ist. Die Kurve (a) stellt den normalen 
Verlauf ohne Zusatz, die Kurve (b) den Verlauf nach Beifiigung von 
y-HCH dar. Mit den «- und £-Isomeren konnten keine beschleunigenden 
oder hemmenden Effekte beobachtet werden. 

Zur Vervollstaéndigung des Bildes iiber die BeeinfluBbarkeit ver- 
schiedener Esterase-Praparate durch Insektizide modifizierten wir die 
letzte Anordnung durch Wechsel des Dipteren-Materials. Wir benutzten 
zur Fermentdarstellung Fliegen, die einem reinerbigen, gegen Kontakt- 
insektizid resistenten Stamm angehdrten: es handelte sich um den 
sogenannten ,,strain 17e“ des Statens Skadedyrlaboratoriums, 
Danmark, der gegeniiber y-HCH, Chlordan, Toxaphen, Dieldrin und 
DDT als der resistenteste Laboratoriumsstamm Europas bekannt ist. 
Die Tiere wurden in der gleichen Weise pripariert wie wir es bei den 
normalen Stubenfliegen durchgefiihrt haben. 

Ergebnisse: Es zeigte sich, daB die Aktivierbarkeit der Esterasen 
aus insektizid-resistenten Fliegen durch y-HCH weit geringer ist, 
als bei normaler Fliegen-Esterase. In der Abb. 6 ist als Kurve (c) die 
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Reaktion der kontaktinsektizid-resistenten Esterase eingetragen. Wichtig 
ist dabei die Feststellung, daB die esteratische Fahigkeit dieses Priparates 
ohne Insektizid-Zusatz sich praktisch ebenso groB zeigte, wie von 
normalen Fliegen. 


Diskussion 


Gegen die hier hauptsichlich durchgefiihrte Bromthymolblau- 
Methode lassen sich zwei Einwinde erheben: 

Zunichst ist bei der Methode keine pyg-Konstanz iiber die ganze 
Beobachtungszeit vorhanden, vielmehr fallt das p, von 7,6 auf 6,0. 
Zweifellos erleidet die Fermentaktivitét durch diese py-Verschiebung 
eine gewisse Beeinflussung. Nach Bamann und Schmeller?® liegt 
das py-Optimum der Kaninchen-Esterase, die wir hauptsichlich be- 
nutzten, tiber einem py von 8,3. Bei einem Anfangswert von 7,6 be- 
stehen also von vornherein keine optimalen Bedingungen. Ob das 
Absinken auf p, 6,0 eine effektive, weitere wesentliche Verschlechterung 
fiir die Esterspaltung bedeutet, ist nicht sicher, da die Eigenhydrolyse 
der Ester mit sinkendem py zunimmt und damit die fiir den enzym- 
katalysierten ProzeB notwendige Aktivierungsenergie geringer wird. 
Die Versuche mit der manometrischen Methode zeigen jedenfalls, dab 
kein erheblicher Eingriff an der Kinetik der enzymatischen Ester- 
spaltung vorgenommen wird. Auch bei konstantem pg (7,3) sind die 
Kurvencharakteristik und die Absolutwerte, d.h. das Verhaltnis da/dt 
in beiden Fallen nahezu gleich. Dabei ist zu beachten, daB bei der 
manometrischen Methode (pg 7,2) die Eigenhydrolyse minimal ist. 

Ein zweiter methodischer Einwand liegt in dem Befund von 
Bamann?’, nach dem durch Bromthymolblau Esterasen nicht unerheb- 
lich gehemmt werden kénnen. Diese Hemmung ist aber um so schwicher, 
je groBer die Substratmenge und je basischer das Milieu ist. Da wir 
mittels des Propionsiure-aithylesters zu relativ hohen Substratkonzen- 
trationen kommen und da andererseits die schon genannten Versuche 
mit manometrischen Methoden gleiche Werte liefern, glauben wir, daB 
keine grundsitzlichen Fehler methodischer Art entstanden sind. 

Vom nervenphysiologischen Standpunkt aus gesehen?®, sind 
Kontaktinsektizide vom Typ des DDT und Lindan Gifte, deren An- 
griffspunkt zuniachst an sensorischen Nervenfasern liegt und die tiber 
diesen Weg motorische Reizerscheinungen verursachen. Erst in hohen 
Dosen, die praktisch aber vom Insekt kaum aufgenommen werden 
dirften, wirken diese Stoffe auch auf die motorischen Nervenzellen ein. 
Man kann diese Effekte mit einiger Einschrinkung mit jenen vergleichen, 
die bei den sogenannten Nerv-Muskel-Praparaten erzielt werden koénnen, 
wenn man in der Perfusionsfliissigkeit den Ca++- oder Mg*+-Spiegel 
senkt. Dariiber hinaus besteht, wie Lendle und Mitarbeiter! zeigen 


19 K. Bamann u. M.Schmeller, diese Z. 188, 157, [1929]. 
20 Zus. Lit. bei A. W. A. Brown, ,,Insect Control by Chemicals‘‘, London 
1951. 











26 Herbert Keller, Bd. 295 (1953) 


konnten, auch noch die Méglichkeit eines direkten muskularen Angriffs- 
punktes, wenn sehr hohe Konzentrationen von Insektizid verwandt 
werden. 

Die Frage, ob eine Wirkung auf den Lipoidstoffwechsel iiber eine 
Beeinflussung des Cholesterins stattfindet, wurde in der Literatur 
erértert, doch fehlen ‘dafiir bisher alle experimentellen Grundlagen. 

Willstatter! und seine Schiiler haben in zahlreichen Ver6ffent- 
lichungen die BeeinfluBbarkeit der tierischen und pflanzlichen Esterasen 
durch zahlreiche, teils aktivierende, teils hemmend wirkende Kéorper 
beschrieben. Die fiir unsere Fragestellung bedeutsamste Beobachtung 
ist der Befund von Bamann und Laeverenz*”, wonach Strychnin 
einen stark aktivierenden Einflu8 auf Leberesterase zeigt. In mehreren 
Arbeiten haben Rona, Ammon und Fischgold* 1 18 diesen Effekt 
eingehend untersucht und fanden, dai} die beobachtete Aktivierung 
auf einer Veranderung des optimalen Auswahlsvermogens der Esterase 
bei der Hydrolyse von d,l-Mandelat beruht. Diese Strychninwirkung 
auBert sich letztlich darin, daB bei niedrigen Enzymkonzentrationen 
die schon vorhandene Linksorientierung erheblich verstarkt wird und 
bei hohen Fermentkonzentrationen das vorher racemisch oder rechts 
orientierte Ferment nur noch links orientiert ist. Erst bei noch héheren 
Konzentrationen zeigt sich das Strychnin ohne Einflu8. Damit erweist 
sich Strychnin in seiner enzymatischen Effektorwirkung in gewisser 
Weise parallel gehend zu den von uns beobachteten Effekten des y-HCH. 
Es liegt nahe, die pharmakologischen und toxikologischen Eigenschaften 
des Strychnins, dessen aktivierende Eigenschaften auf Esterasen durch 
zahlreiche Arbeiten absolut sichergestellt sind, mit denen des y-HCH 
zu vergleichen. Auch Strychnin ist ein ausgesprochenes Nervengift, 
seine Wirkung auf nervéses Gewebe besteht in einer Senkung der 
Erregungsschwelle und Unterdriickung der bei fortlaufender Stimulation 
normalerweise auftretenden Erregbarkeitsverlusten. Die Ahnlichkeit 
im klinischen Bild der Strychninvergiftung mit der Lindan-Intoxikation 
ist nicht zu tibersehen. Der Befund Nachmansohns®, daB Strychnin 
in vitro die Cholinesterase in Konzentrationen hemmt, in denen es in vivo 
Konvulsionen verursacht, charakterisiert sicher nicht die typische 
Strychninwirkung. Es miiB®te sonst gréBere Ubereinstimmung mit dem 
Ablauf der Prostigmin- oder Eserinvergiftung, d.h. mit Stoffen, die 
ausgesprochene Cholinesterase-Inhibitoren sind, bestehen. 

Die Frage, warum Insekten durch oral verabreichtes Strychnin®, 
Mammalier aber durch Gamexan per os nicht oder nur in Ausnahme- 





21 Zus. Lit. bei I. B. Sumner u. K. Myrback, ,,The Enzymes“, New York 
1951. 

22 E. Bamann u. P. Laeverenz, diese Z. 228, 1 [1934]. 

3 P. Rona u. R. Ammon, Biochem. Z. 181, 49 [1927]. 

24D. Nachmansohn, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales Associées 129, 941 
[1938]. 
2% J.C. Ruijter de Wildt, Z. Unters. Nahrungs-GenuBm. 20, 519 [1910]. 
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fallen zu vergiften sind, ist nur durch Beriicksichtigung der besonderen 
Resorptionsverhaltnisse beider Tierarten zu erkliren. Dab y-HCH 
auch bei Saugetieren in relativ geringer Konzentration eine tédliche 
Vergiftung bewirken kann, ist im hiesigen Institut in noch nicht ver- 
offentlichten Versuchen beobachtet worden. Es gelang dabei, durch 
pulmonale Applikation. von Lindan in einer besonders resorptions- 
giinstigen Form, Ratten zu vergiften. Die Tiere starben in kiirzester 
Zeit unter all denjenigen Erscheinungen, die von mit Gamexan vergif- 
teten Insekten bekannt sind. Es ist vorstellbar, da bei geeigneter Ver- 
suchsanordnung auch ein umgekehrter Erfolg mit Strychnin an Insek- 
ten zu erzielen ist. 

Ks spricht fiir die ursichliche Bedeutung des beobachteten Akti- 
vierungseffektes, da er bei normalen Dipterenesterasen relativ gut 
ausgelést werden kann, wahrend bei resistenten Dipteren diese Er- 
scheinung eindeutig abgeschwicht ist. Nach unserem Dafiirhalten 
greift dabei Lindan wohl kaum in den Stoffwechsel von ahnlichen, 
niederen Fettsiureestern ein, wie wir sie hier als Modell herangezogen 
haben. Es ist vielmehr anzunehmen, daf eine Beeinflussung héherer 
Ester, die fiir nervéses Gewebe typisch sind, durch das y-HCH statt- 
findet. Da nervéses Gewebe, wie kein anderes reich an solchen Estern 
ist, hat es vermutlich auch den differenziertesten Stoffwechsel in dieser 
Hinsicht. Ein Eingriff in dieses System kann unserer Auffassung nach 
durchaus zu neurologischen Symptomen fiihren, wie sie beim kontakt- 
insektizid-vergifteten Tier beobachtet werden. 

Daf daneben méglicherweise auch noch eine Reihe anderer Enzym- 
gruppen durch Lindan beeinfluBt werden kénnen, ist sehr wahrschein- 
lich. Neben der Cholinesterase wird in diesem Zusammenhang vor allem 
die Bernsteinsiiure-Dehydrogenase?® und die Cytochrom-Oxydase?’ 
diskutiert. Inwieweit diese Méglichkeiten in Frage kommen, kann hier 
nicht erértert werden. Eine typische Cytochromoxydase-Blockierung, 
wie sie etwa durch Cyanwasserstoff erreicht werden kann, scheint jedoch 
bei den Kontaktinsektiziden, beurteilt nach dem klinischen Vergiftungs- 
bild, nicht vorzuliegen. 

Hervorgehoben mu8B auch noch werden, daB die Aktivierung der 
Esterasen nur mit dem y-Isomeren gelingt. Dies stimmt mit der Tat- 
sache iiberein, daB nur das y-Isomere ein erregendes Gift fiir das Nerven- 
system von Siugetieren darstellt, wahrend vor allem die /- und 6- 
Isomeren sedativ wirksam sind, und sogar den Effekt des y-HCH zu 
dampfen in der Lage sind. Dieser von McNamara und Krop”®  erst- 


7 §.C. Munson u. I. F. Yeager, Ann. entomol. Soc. America 38, 618 
[1945]. 

28 B. P. McNamara u. 8S. Krop, Chem. Corps US Army med. Div. Repts. 
125, 126 [1947]. 

29H. Herken, Arzneimittelforschg. 1, 356 [1951]. 
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jiingster Zeit eingehend untersucht worden. Sie konnten mit verschiede- 
nen Isomeren des HCH Eingriffe am Nervensystem durchfihren, die zu 
der Hoffnung veranlassen, auf diesem Wege Einblicke in den Ablauf 
biochemischer Reaktionen von bestimmten Ganglienzellen zu bekommen. 

Die vorliegenden Untersuchungen miissen noch durch detaillierte 
chemische Untersuchungen zur naheren Aufklirung tiber die Art der 
Aktivierung erweitert werden. Die Spezifitat der beobachteten 
Aktivierungserscheinungen des y-Isomeren des Hexachlorcyclohexans 
an esterspaltenden Systemen lat uns schlieBen, daB dieser Effekt in 
ursichlichem Zusammenhang zu der biologischen Wirkung dieser 
Substanz steht. 


Zusammenfassung 


Mii titrimetrischen, photometrischen und manometrischen Methoden 
wurde die Einwirkung der «-, f- und y-Isomeren des Hexachlorcyclo- 
hexans auf folgende Fermente untersucht: — 

1. Neutrale Kartoffelphosphatase mit Mononatriumphenylphosphat 
als Substrat. 
2. Ricinus-Lipase mit Oliven6l, Tributyrin und Triacetin als Substrat. 


3. Pankreas-Lipase mit Olivenél, Tributyrin und Triacetin sowie. 


Buttersiure-ithylester als Substrat. 
4. Leber-Esterase mit Tributyrin, Triacetin, Buttersiure-athylester 
und Propionsaure-aithylester als Substrat. 


5. Warmbliiterhirn-Esterase mit Propionsiure-athylester als Substrat. — 


6a. Esterase-Priparate mit Ké6pfen und Beinen von normalen Fliegen 
(musca domestica) als Ausgangsmaterial mit Propionséure-athyl- 
ester als Substrat. 
6b. Esterase-Praparate mit Képfen und Beinen von kontaktinsektizid- 
resistenten Musciden als Ausgangsmaterial, mit Propionséure- 
athylester als Substrat. 
Bei keiném der untersuchten Systeme lai%t sich eine spezifische Hem - 
mung durch die «-, f- und y-Isomeren des Hexachlorcyclohexans 
feststellen. In hohen Konzentrationen kénnen insbesondere bei dem 
x-Isomeren Hemmungen beobachtet werden, doch sind sie nicht regel- 
maBig reproduzierbar. Eine eindeutige Beschleunigung kann da- 
gegen mit dem y-Isomeren bei der Warmbliiter-Leber-, Warmbliiter-Hirn- 
und Dipterenesterase beobachtet werden, wenn das Verhialtnis von 
Ferment zu y-HCH sich einem Optimum nahert. Das Optimum liegt 
bei der Leberesterase bei 3,5 Einheiten zu 10-®-mol. y-HCH oder einem 
Vielfachen. Der prinzipiell gleiche Effekt kann auch bei Hirnesterase 
und Dipterenesterase beobachtet werden. 
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Uber die Kohlenhydratgruppe des Fibrinogens 
Von 
Z. Stary, F. Bursa und S. G. Anhegger-Lisie 
Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Istanbul 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Juni 1953) 


Herrn Professor Thomas zum siebzigsten Geburtstag 


Das Fibrinogen gehért zu den am besten untersuchten Proteinen 
iiberhaupt; die Summe der im Hydrolysat identifizierten Aminosiuren 
betragt nach einer Zusammenstellung von Tristram?! 110% des Protein- 
gewichtes. Unter Zugrundelegung der gleichen Analysen entfallen auf 
10° g Fibrinogen 845 Mole Aminosauren. Das Gewicht des bei der Frei- 
setzung dieser Aminoséuren aufgenommenen Wassers entspricht also 
(18 x 0,845) = 15,2% der Fibrinogenmenge. Zieht man diese Zahl von 
der Summe der im Hydrolysat nachgewiesenen Aminosaéuremengen ab, 
so zeigt sich, daB 94,8°% des Fibrinogenmolekiils aus bisher identifizierten 
Aminosiureresten besteht. Ein Teil der fehlenden 5,2% ist wohl auf die 
trotz verfeinerter Analysentechnik immer noch vorhandenen Amino- 
sdureverluste bei der Aufarbeitung des Hydrolysats zu beziehen. Ander- 
seits weist aber die starke Molisch-Reaktion, die auch von weitgehend 
gereinigten Fibrinogenpraparaten gegeben wird, darauf hin, daB das 
Fibrinogenmolekiil auBer einem Polypeptidanteil auch eine prosthe- 
tische Kohlenhydratgruppe enthalt. Es war das Ziel dieser Arbeit, die 
Menge und die Zusammensetzung dieser im Fibrinogenmolekiil enthal- 
tenen Kohlenhydratgruppe zu untersuchen. 


Darstellung des Fibrinogens 


100 cm® durch Zentrifugierea von Oxalatblut erhaltenen menschlichen Blut- 
plasmas wurden 24 Stdn. bei 0° stehengelassen, sodann neuerlich zentrifugiert, 
die iiberstehende Lésung mit 50 cm® gesattigter NaCl-Lésung versetzt und nach 
nochmaligem Zentrifugieren zu der klaren Lésung 150 cm® gesattigter NaCl-Lésung 
hinzugefiigt. Das ausgefallene Rohfibrinogen wurde nach dem Abzentrifugieren 
in 8-proz. NaCl-Lésung gelést und in der gleichen Weise noch dreimal umgefallt. 
Das auf diese Weise gereinigte Priparat wurde in 8-proz. NaCl-Lésung gelést. 
Die Lésung gab starke Molisch-Reaktion; die qualitative Priifung ergab die An- 
wesenheit von Glucosamin. 


Bestimmung der Menge der Hexosen und des Hexosamins 


Die Hexosebestimmungen wurden in der friiher? mitgeteilten Modifikation 
der Orcinmethode durchgefiihrt. Fiir jede Bestimmung wurde eine etwa 20 mg 
Fibrinogen entsprechende Menge der Fibrinogenlésung verwendet. Die Gluco- 
saminbestimmungen erfolgten nach der an gleicher Stelle angegebenen Modi- 
fikation der Methode nach Elson und Morgan. Kontrollversuche hatten er- 
geben, daB die Glucosaminbestimmungen durch die Anwesenheit von Amino- 
siuren, Hexosen und Glucuronsaéure sowie von Gemischen dieser Stoffe in den in 





1G. R. Tristram, Advances Protein Chem. 5, 142 [1949]. 
2 Z. Stary, F. Bursa, O. Tezok u. R. Cindi, diese Z. 288, 55 [1951]. 
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Frage kommenden Konzentrationen nicht gestért werden’. Fiir jede Glucosamin- 
bestimmung wurden etwa 14mg Fibrinogen verwendet. 

Die Bestimmungen ergaben bei den Fibrinogenen von 10 verschie- 
denen Menschen im Durchschnitt 1,32°, Hexosen (mittlere Abweichung 
+ 0,077%,). Bei den Fibrinogenen von zwei Fallen von Polycythaemia 
vera wurden etwas héhere Werte (1,6 und 1,7) erhalten. Die Glucosamin- 
bestimmungen ergaben im Durchschnitt aller untersuchten mensch- 
lichen Fibrinogene 1 ,04°% (mit einer mittleren Abweichung von -L-0,022%). 
Der durchschnittliche Gesamtkohlenhydrat (Hexosen und Glucosamin) 
des Fibrinogens vom Menschen betriagt also 2,36%. Ein in analoger 
Weise hergestelltes Praparat von Rinderfibrinogen ergab 0,93% Hexose. 

Bemerkenswert ist, daB die Fibrinogene verschiedener Menschen 
sowohl bei den Hexosebestimmungen als auch bei den Glucosamin- 
bestimmungen deutliche, die Versuchsfelder weit tibersteigende Ver- 
schiedenheiten aufweisen. Ahnliche individuelle Abweichungen hat 
auch Aszodi‘ bei der Bestimmung des S-Gehalts von Fibrinogenen 
verschiedener Menschen festgestellt. 


Untersuchung der im Fibrinogen enthaltenen Hexosen 


Mannose, Galaktose und Glucose geben bei der Behandlung mit H,SO, und 
Orcin zwar simtlich eine rote Farbe, das Absorptionsspektrum der entstandenen 
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Abb. 1. Der Quotient der bei 420 und 530 mu gemessenen Extinktions- 

koeffizienten der Orcinreaktion als Funktion der Hexosekonzentration. 1: Mannose, 

2: Glucose, 3: Galaktose + Mannose (1:1), 4: Galaktose. 0,0: im Fibrinogen 
enthaltene Hexose. 


3 Z. Stary, M. Yenson, S. G. Lisie uv. M. Bilen, Bull. Fac. Méd. istanbul 


14, 391 [1951]. 
4 Z. Aszédi, Biochem. Z. 212, 158 [1929]. 
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Farblésung zeigt jedoch bei diesen drei Monosacchariden starke Differenzen, die 
zum Nachweis dieser Monosaccharide in Gemischen verwendet werden. kénnen. 
Gurin, Bachman und Wilson® haben diese Beobachtung zu einer Methode 
ausgebaut, die seither bei der Untersuchung polysaccharidhaltigen biologischen 
Materials wiederholte Anwendung gefunden hat. Wir haben die Bestimmunger 
in der Weise durchgefiihrt, daB die Extinktionen, die ein Fibrinogenpraparat aus 
Rinderblut nach dem Erhitzen mit H,SO, und Orcin gab, bei den Wellenlangen 
420 und 530 my bestimmt und der Quotient aus beiden Ablesungen berechnet 
wurde. Eine Anzahl von Vergleichslésungen, die Mannose, Galaktose und Glucose 
und Gemische dieser Polysaccharide in bekannter Menge enthielten, wurden 
parallel behandelt und die Extinktionen unter analogen Bedingungen gemessen. 
Die bei diesen Messungen erhaltenen Resultate zeigt Abb. 1. 

Wie aus der graphischen Darstellung ersichtlich, stehen die bei 
Fibrinogen erhaltenen Resultate zwischen den fiir reine Galaktose 
und fiir eine aquimolekulare Mischung von Galaktose und Mannose 
erhaltenen Werten, sind jedoch weitgehend der Galaktosekurve an- 
genahert. Daraus ergibt sich, daB die im Fibrinogen enthaltene Hexose 
ihrer Hauptmenge nach Galaktose ist, daB jedoch daneben auch kleinere 
Mengen anderer Hexosen vorhanden sein k6énnen. 


Zusammenfassung 


Fibrinogen enthalt prosthetisches Kohlenhydrat, dessen Menge 
beim Menschen durchschnittlich 2,36% betraigt. Dieses prosthetische 
Kohlenhydrat besteht, wie das der tibrigen Plasmaproteine, vor allem 
aus Hexosen und Glucosamin, wobei auf die Hexosen etwa 1,32 und 
auf Glucosamin 1,04% entfallen. Die spektrographische Priifung der 
von den Hexosen gegebenen Farbreaktion mit Orcin ergab, daB der 
Hexoseanteil des prosthetischen Kohlenhydrats bei Rinderfibrinogen 
vor allem aus Galaktose besteht. 

Bei einem Molekulargewicht von 500000 entspricht die im Fibri- 
nogen enthaltene Kohlenhydratmenge etwa 67 im Fibrinogenmolekil 
eingebauten Glucosamin- und Monosaccharidresten mit einem Gesamt- 
molekulargewicht von etwa 11000. Die Frage, ob das prosthetische 
Kohlenhydrat des Fibrinogens in Form einer einzigen groBen Poly- 
saccharidgruppe oder in Form mehrerer kleinerer Gruppen an den 
Polypeptidanteil des Molekiils gebunden ist, muB allerdings noch offen 
bleiben. 


5 §. Gurin, C. Bachman u. D. W. Wilson, J. biol. Chemistry 133, 467 
[1940]. 
6 C. van Zandt Hawn u. K.R. Porter, J. exp. Med. 86, 290 [1947]. 
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Ausgleichende Aktivierung der Pankreaslipasewirkung 
im Duodenalinhalt 


Von 
E. Balzer und K. Werner 


Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Minster 
(Direktor: Prof. Dr. F. Schellong f) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Juni 1953) 
Herrn Professor K. Thomas zum 70. Geburtstag 


Die Wirksamkeit der Pankreaslipase ist in hohem MaBe von den 
Begleitstoffen des Duodenalinhaltes abhangig. Zu diesen gehéren ins- 
besondere die Gallensiuren und ihre Salze, Proteine, die Salze der 
hodheren Fettsiuren sowie die in der Galle und im Pankreassaft vor- 
kommenden Ca-Salze!. Zur Bestimmung der ..patischen Wirkung muf 
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Abb. 1. Steigerung der Pankreaslipasewirkung im Duodenalinhalt durch Zusatz 
verschiedener Mengen Rinderblasengalle bei Anwendung der Methode von Will- 
- statter. 


deshalb der Einflu8 dieser Begleitstoffe durch geeignete Zusatze aus- 
geschaltet, d. h. eine ausgleichende Aktivierung geschafft werden. Fir 
Driisenextrakte von bestimmten Reinheitsgraden erreichte Willstatter 
diese Bedingungen durch Anwendung von Albumin und Calciumchlorid?. 
Wie Abb. 1 zeigt, geniigen sie fiir die Bestimmung der Pankreaslipase 
im Duodenalinhalt jedoch nicht, da nach Zusatz von Rinderblasengalle 
die Lipaseaktivitaét wesentlich gesteigert wurde. Wir haben deshalb 
nach Aktivatoren gesucht, welche den EinfluB auch héchstméglichster 
Konzentrationen der oben beschriebenen Begleitstoffe ausschalten. 





1 EK. Bamann u. K. Myrback, Die Methoden der Fermentforschung. 1941, 
Bd. II, 8. 1549—1559. 

2 R. Willstatter, F. Memmen u. FE. Waldschmidt-Leitz, diese Z. 125, 
93 [1922]. 
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Ausgangsbasis fiir dieser Versuche war ein Verdauungsgemisch von 
1 cem menschlichem Duodenalinhalt, 2 ccm aqua dest., 3 ccm Citronen- 
siure-Phosphat-Puffer (pq 8) sowie 15 ccm Olivenél. Die Verdauungs- 
zeit betrug 18—24 Stdn. bei einer konstanten Temperatur von 38°. 

Zunachst priiften wir einige Salze der Halogene auf ihre aktivie- 
rende Wirkung. Bei Zusatz von Calciumchlorid wurde die Lipasewir- 
kung weitaus am stirksten gesteigert. Allein angewandt vermochte es 
jedoch nicht, den Einflu8 der Begleitstoffe zu beseitigen. Deshalb wur- 
den auBer Calciumchlorid noch Albumin, Natrium- bzw. Calcium- 
oleat und wegen ihrer emulsionsf6rdernden Eigenschaften Natrium- 
carbonat oder Natriumbicarbonat in verschiedenen Mengen dem Ver- 
dauungsgemisch zugesetzt. Ihr Einflu8 war jedoch unbedeutend. Cal- 
ciumcarbonat dagegen erwies sich fiir den gewiinschten Zweck am geeig- 
netsten. In der Kombination mit Calciumchlorid (50 mg Calciumchlorid 
und 2 g Calciumcarbonat) zeigte es den besten Aktivierungseffekt. 

In den folgenden Versuchen wurde gepriift, ob diese Aktivatorkom- 
bination der Pankreaslipase eine von den Begleitstoffen des Duodenal- 
inhaltes unabhaingige Wirksamkeit erméglicht. 

Zuerst gingen wir dem Einflu8 von Desoxycholsaéure und Chol- 
siure nach. Hierzu wurde je 1 cem des gleichen Duodenalinhaltes zu- 
nichst mit der Aktivatorkombination, dann mit einer Mischung von 
Gallensiuren (0,5 g Desoxycholsiure und 0,2 g Cholsaéure, ein in Vor- 
versuchen fiir die Aktivierung als optimal ermitteltes Mengenverhaltnis) 
und schlieBlich mit beiden zusammen nach 18-stdg. Verdauungszeit auf 
seine Lipasewirksamkeit gepriift. Wie aus Tab. 1 hervorgeht, bleiben 
die nach dem Zusatz der Gallenséiuren erhaltenen Lipasewerte regel- 
maiBig niedriger als die mit der Aktivatorkombination allein erzielten. 
Auch die gleichzeitige Anwendung der Gallensiuren und der Akti- 
vatorkombination ergab keine weitere Steigerung der Lipasewirksamkeit. 


Tab. 1. Vergleich der aktivierenden Wirkung von Calciumcarbonat-Calciumchlorid 
mit dem Einflu8 von Gallensiuren und beiden zusammen auf die Lipasetatigkeit. 











Verdauungsgemisch versetzt mit: 
Duodenal- a) b) 
inhalt Calcium- 
carbonat- —— hols. a+b 
Calcium- 
Nr. chlorid Cholsaure 
ie 123,0 100,3 122,0 
2. 128,5 122,0 128,0 
3. 145,0 121,0 145,5 
4. 130,0 119,0 131,0 
5. 124,0 119,5 125,0 
6. 131,5 121,0 133,0 
ip 126,0 119,0 125,0 
8. 151,0 137,0 152,0 
9. 148,0 136,0 148,0 
10. 120,0 118,0 121,0 
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Weiterhin wurde der Einflu8 von gallensauren Salzen auf den Akti- 

vierungseffekt der Aktivatorkombination untersucht. Hierfiir standen 
Natriumtaurocholat, Natriumdesoxycholat und Natriumthioglykocho- 
lat zur Verfiigung. Sie wurden gleichzeitig mit der Aktivatorkombination, 
zunachst einzeln in Mengen von 10—200 mg, dem Verdauungsgemisch 
(Ausgangsbasis) zugesetzt, wobei wir jeweils 1 ccm des gleichen Duo. 
denalinhaltes verwandten. In keinem Falle konnten die mittels der 
Aktivatorkombination allein erzielten Lipasewerte beeinfluBt werden. 
SchlieBlich wurden verschiedene Mischungen sowohl von zwei als auch 
von drei der obigen gallensauren Salze dem Verdauungsgemisch zuge- 
fiigt. Hierzu verwandten wir Gesamtmengen von 30—60 mg, die bei 
Versuchen ohne Aktivatorzusatz den stiirksten EinfluB auf die Lipase- 
wirkung ausgetibt hatten. Auch sie waren nicht in der Lage, die durch 
die Aktivatorkombination geschaffenen Wirkungsbedingungen zu beein- 
flussen. 

SchlieBlich haben wir dem Verdauungsgemisch auBer der Aktivator- 
kombination frische, sterile Rinderblasengalle in steigenden Mengen 
(0,1—2,5 cem) zugesetzt. Auch hiermit konnten in keinem Fall héhere 
Lipasewerte erzielt werden, als durch den Einflu8 der Aktivatorkom- 
bination allein. 

Aus de: geschilderten Versuchsergebnissen geht her- 
vor, daB di: Aktivatorkombination Calciumcarbonat-Cal- 
ciumchlorid jen EinfluB der Begleitstoffe des Duodenal- 
inhaltes weit zehend ausschaltet, also die Bedingungen der 
ausgleichenden Aktivierung fiir die Pankreaslipasewir- 
kung herstellt. Hierdurch ist es médglich, vergleichbare 
Pankraslipsewerte im Duodenalinhalt zu erhalten, so daB 
Riickschliisse auf die Funktion des tubuléiren Pankreas 
gezogen werden koénnen*. 


3 E. Balzer u. K. Werner, Z. klin. Med. 1958, im Druck. 
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Ubersicht iiber die feinere Verteilung 
der Succino-Dehydrogenase in Organen und Geweben 
verschiedener Saugetiere, besonders des Hundes! 


Von 
Karlheinz Neumann und Gisela Koch 


Aus dem Anatomischen Institut der Universitit Géttingen 
(Direktor: Prof. Dr. E. Blechschmidt), Histologische Abteilung (Prof. Dr. R. Bachmann) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25, Juni 1953) 


Herrn Prof. Dr. Karl Thomas zum 70. Geburtstag gewidmet 


Zur Lokalisation von Reduktionsvorgingen innerhalb des tieri- 
schen Organismus sind drei verschiedene Verfahren entwickelt worden: 


1. Triphenyl-tetrazoliumchlorid (TTC) wird in wasseriger Lésung dem Ver- 
suchstier in die Blutbahn injiziert?-’. Dabei findet man, da sich eine Reihe von 
Organen nach kurzer Zeit rot farbt, allerdings meist so schwach, da eine mikrosko- 
pische Lokalisation nicht méglich ist. Die hohe Toxizitat des TTC, welche Mause 
nach einer Gabe von 0,3 mg 6—12 Stdn., nach 2 mg etwa 14 Stde. und nach 3mg 
nur wenige Minuten iiberleben 1éBt. und auch beim Kaninchen nur eine Gabe von 
100 mg/kg erlaubt®, verhindert das Erreichen geniigend hoher Konzentration in 
vivo. 

2. Gewebsstiicke von mehreren mm @ werden in eine erwirmte Loésung von 
TTC gelegt. Sie farben sich nach kurzer Zeit intensiv rot und ergeben, anschlieBend 
auf dem Mikrotom geschnitten, an der AuBenseite des Gewebsblockes mikroskopisch 
auswertbare Priparate. Das Innere des Gewebsblockes wird durch das langsam 
diffundierende TTC oft nicht erreicht. Nach diesem Verfahren wurden verschiedene 
Organe® und besonders haufig maligne Gewebe untersucht? *~". 





1 Diese Untersuchungen wurden uns durch die grobziigige Unterstiitzung 
der Farbenfabriken Bayer erméglicht. Dafiir sowie fiir eine Reihe wert- 
voller Anregungen danken wir besonders Herrn Professor Dr. Mietzsch (Werk 
Elberfeld) sowie Herrn Dr. Harms (Werk Leverkusen). Die Versuche zur Ge- 
friertrocknung sind von der Leybold-Hochvakuumanlagen- G. m. b. H. 
(K6ln-Bayental) geférdert worden. 

2 F. Straus, N.Cheronis u. Elizabeth Straus, Science [New York] 108, 
113—115 [1948]. 

3 Meyer-Arendt, Klin. Wschr. 27, 608—609 [1949]. 

4H. v. Hayek, a) Verhandl. Anatom. Ges. 48. Vers. Anat. Anzeiger, Erg. 
H. 97, 164—165 [1950]; b) Naturwiss. 37, 262—263 [1950]; c) Vortrag vor der 
Physikal.-Mediz. Gesellsch. Wiirzburg [1950]. In den Berichten der Phys. Med. 
Ges. Neue Folge 65, 127—130 [1951]. 

> H. Becker u. G. Quadbeck, Naturwiss. 37, 565—567 [1950]. 

6 H. v. Hayek u. U.Thuns, Z. Anat. Entwicklungsgesch. 116, 436—441 
[1952]. 
7 A. Stier, Z. Anat. Entwicklungsgesch. 116, 399—418 [1952]. 

8 B. W. Zweifach, M. M. Black u. E. Shorr, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 74, 
848—54 [1950]; Proc. Soc. exp. Biol. Med. 76, 446—454 [1951]. 

9 M.M. Black, S. R. Opleru. F. D. Speer, Amer. J. Pathol. 26, 1097 —1102 
[1950]. 
10 M.M. Black, J.S. Kleiner u. F. D. Speer, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 
77, 206—208; 611—615 [1951]. 

1 L. Schmitt-Goebel u. H.K. Zink, Strahlentherapie 90, 291—295 
[1953]. 
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3. Gewebsstiicke werden unfixiert auf dem Gefriermikrotom geschnitten, und 
die Schnitte in die TTC-Lésung gebracht ® 12-1. Die Ergebnisse sind nicht immer 
gleichmaBig gut. Nach unserer Meinung kommt dies daher, daB zwar ein Reduk- 
tionsindikator, eben das TTC, dem Reduktionszusatz zugefiigt wird, es aber dem 
Gewebe iiberlassen bleibt, gewebseigene Wasserstoffdonatoren als Substrate fiir 
die wasserstoffiibertragenden Fermente aufzubringen. Deren Vielzahl entsprechend, 
wirken verschiedene dehvdrierende Enzyme unkontrolliert bei der Wasserstoff- 
ubertragung auf das Tetrazoliumsalz mit. und der Ausfall der Reaktion wird oft 
weit mehr von der Menge der im Gewebe anwesenden Wasserstoffdonatoren ab- 
hangen, als von der Aktivitat der Fermente. Auch die erhéhte Reaktion im Tumor- 
gewebe wird darin ihre Ursache haben, da in malignen Zellen mehr Wasserstoff- 
donatoren zur Verfiigung stehen. Dementsprechend ist die Rotfarbung des Gewebes 
nur sehr schwach oder bleibt ganz aus, wenn die gewebseigenen Wasserstoff- 
donatoren vorher aus dem Gewebsschnitt ausgewaschen werden. Solche der 
gewebseigenen Wasserstoffdonatoren beraubten Schnitte kénnen jedoch wieder eine 
starke Reaktion geben, wenn der Bebriitungslisung geeignete Wasserstoffdonatoren 
zugesetzt werden. 


Aus diesen Griinden ist von uns!®?’ und unabhiangig davon auch 
von anderen Autoren??-!: 1819 nach Entfernung der gewebseigenen 
Wasserstoffdonatoren der Bebriitungslésung auBer dem Reduktions- 
indikator noch Bernsteinsaure als Wasserstoffdonator zugesetzt worden. 
Die sich im Gewebsschnitt am Orte der Fermentwirkung abspielende 
Reaktion entspricht nunmehr folgendem Schema: 


4 Bernsteinsaiure- 7 ws 
Bernsteinsaure + TTC “Tehpdroscnase? Fumarsaure + Formazan, 
- genase 


(H-Donator) (Reduktions- (oxydiertes (Farbstoff) 
indikator) Substrat) 
wobei die Orte der Fermentwirkung durch die Ablagerung roter Forma- 
zankristalle markiert werden. 

Der Zusatz von Substrat fiihrt nicht nur zu einer stirkeren Reak- 
tion in den Gewebsschnitten, sondern auch zur Erfassung eines spezi- 
fischen Enzyms, in unserem Falle der Bernsteinsiure-Dehydrogenase. 

Fir die Spezifitaét der Reaktion lassen sich folgende Beweise an- 
fiihren: 

1. DaB es sich tiberhaupt um eine Fermentreaktion handelt, geht 
daraus hervor, daB sie nach Anwendung der geliufigen enzymzerstéren- 
den MaBnahmen, z. B. durch Hitze oder eiweiSdenaturierende Sub- 
stanzen, ausbleibt. 


122 K. Shelton u. W.C. Schneider, Anatom. Record 112, 61—82 [1952]. 

18 A, Padykula, Helen u. Amer. J. Anat. 91, 107—146 [1952]. 

14 A, Rutenburg, M.Wolman u. A. Seligman, J. Histochemistry Cyto- 
chemistry 1, 66—81 [1953]. 

15 V. Becker, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 207, 
109—114 [1949]. 

16 K, Neumann, a) Eine neue Methode zur histochemischen Lokalisation 
des Bernsteinsiure dehydrierenden Fermentes Succinodehydrase. Klin. Wschr. 30, 
605—606 [1952]; b) GrundriB der Gefriertrocknung. 133 S. Musterschmidt, Wiss. 
Verlag Gottingen [1952]. 

17 K, Neumann u. G. Koch, Verhandl. Anatom. Gesellsch. 51. Vers. [1953]. 

18 H. A. Hélscher, Z. Krebsforsch. 56, 587—595 [1950]. 

19 A.M. Seligman u. A.M. Rutenburg, Science [Wash.] 118, 317—320 
[1951]. 
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2. Die Reaktion fallt in den Gewebsschnitten bei Fehlen des Bern- 
steinsiurezusatzes in der Bebriitungsl6sung und nach Auswaschung ge- 
webseigener Donatoren negativ aus. Sie tritt nach Substratzusatz wieder 
auf. 

3. Die Reaktion bleibt aus, wenn auch nur geringe Mengen der fir 
die Bernsteinsiure-Dehydrogenase spezifisch giftigen Malonsaéure?° der 
Bebriitungslésung zugesetzt werden. 

Die Reaktion wurde von uns noch in einem weiteren Punkt modi- 
fiziert: ein Nachteil des klassischen Triphenyl-tetrazoliumchlorids fiir 
histochemische Untersuchungen ist die leichte Loéslichkeit des Forma- 
zans in Fetten, die zu stérenden Diffusionsvorgingen in fettreichem Ge- 
webe fiithren kann. AuBerdem beeintrachtigt die betrachtliche GréBe 
der Formazankristalle eine genaue Lokalisation im Gewebe. In Zu- 
sammenarbeit mit den Farbenfabriken Bayer erprobten wir des- 
halb Derivate des klassischen TTC und fanden in 4.4-Bis-[3.5-di - 
phenyl-2-tetrazolium-biphenyl-chlorid] —- Handelsbezeichnung 
der Bayer-Werke: Tetrazolpurpur — eine Verbindung, die wesentliche 
Vorteile aufweist. Mit dieser Substanz ist die Bernsteinsiure-Dehydro- 
genase viel schirfer lokalisierbar; dadurch ist es méglich, die biologischen 
Leistungen einzelner Zellen oder Zellgruppen genauer als bisher zu 
analysieren. 


I. Die histochemische Reaktion auf Succino-Dehydrogenase 


A. Material: Zu unseren Untersuchungen verwandten wir frische Organ- 

und Gewebsstiicke von Hunden, Kaninchen, Meerschweinchen und Mausen. Die 
Auswertung des von Hunden gewonnenen Untersuchungsgutes bildet die Grund- 
lage fiir die Beschreibung der Fermentreaktionen in den einzelnen Organen. Auf 
unsere Untersuchungen an anderen Tieren werden wir nur dann eingehen, wenn ihre 
Resultate von den am Hund erzielten abweichen. 
. B. Methodik: Sofort nach der Tétung des Versuchstieres (Decapitation oder 
Athernarkose) werden von den einzelnen Organen native Gefrierschnitte von 
15—30 yw Dicke angefertigt. Die unfixierten Gefrierschnitte werden in dest. 
Wasser gebracht und 5—10 Min. spater in eine Bebriitungslésung folgender Zu- 
sammensetzung tibertragen: 


Tetrazolpurpur l-proz. waBrige Lésung ...... . 5,0 cm’, 
Bernsteinsiure, m/10, eingestellt auf py 7,4—7,6.. . 4,0 cm’, 
Phosphatpuffer, m/10, eingestellt auf py 7,4—7,6. . . 1,0 cm%, 


Es empfiehlt sich, die fertige Bebriitungsl6sung, deren Komponenten erst bei Be- 
ginn eines jeden Versuchs zusammengegeben werden, kurz aufzukochen, zu ver- 
schlieBen und nach dem Abkiihlen bei 37° C aufzubewahren, da die Bebriitung in 
sauerstoffarmem Milieu fiir diese Reaktion bessere Bedingungen bietet. Die Be- 
briittungslésung wird auf die im Thermostaten vorgewairmten Bebriitungsyefabe 
verteilt. In diese GefiBe bringt man auch die aus dem dest. Wasser kommenden 
Gewebsschnitte, bedeckt das GefaiB und stellt es fiir die joweilige Bebriitungszeit 
in den Thermostaten zuriick. Die optimale Dauer der Bebriitungszeit ist empirisch 
zu ermitteln. Sie liegt in der Regel zwischen 15 Min. und 5 Stdn. Nach Abschlu8 
der Bebriitung werden die Schnitte aus der Lésung herausgenommen und in einem 
Schalchen Leitungswasser mit geringem Formolzusatz etwa 1 Stde. gespiilt, 
schlieBlich auf dem Objekttraiger ausgebreitet und mit Glyceringelatine eingedeckt. 


20 P. J.Mann u. J.K. Quastel, Biochem. J. 85, 502—517 [1941]. 
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Von besonders lipoidreichen Organen wie dem Zentralnervensystem abgesehen, in 
denen es im Laufe von Tagen oder Wochen zu einer Diffusion des Formazans und 
damit zu einer Nivellierung der Farbdifferenzen kommt, sind solche Praparate gut 
haltbar und kénnen als Dauerpriparate angesprochen werden. Gegenfarbungen 
sind méglich, sofern dabei Fettlésungsmittel vermieden werden. Wirklich be- 
friedigende Gegenfarbungen haben wir jedoch nicht gefunden, so da8 wir schlieBlich 
dazu iibergingen, jeweils die benachbarten Schnitte mit Hamatoxylin-Eosin zu 
farben, 

Eine groBe Schwierigkeit bei histochemischen Reaktionen ist die quantitative 
Beurteilung des Reaktionsausfalles, einmal, weil die meisten histochemischen 
Fermentlokalisationen ihrer Natur nach keine quantitativen Verfahren sind, zum 
anderen, weil es schwierig ist, in einem strukturreichen und optisch inhomogenen 
Gewebsschnitt Farbungsstufen quantitativ auszuwerten. Wir sind der Ansicht, daB 
die beschriebene Reaktion auf Bernsteinsiiure-Dehydrogenase zwar keine im 
chemischen Sinn quantitative Reaktion darstellt, daB aber bei sorgfaltiger Be- 
achtung gleicher Reaktionsbedingungen aus der Menge gebildeten Formazans ein 
vorsichtiger SchluB auf die jeweilige Fermentaktivitat méglich ist. Zwar ist das 
Verhalten des gebildeten Formazans in der Zelle in Abhangigkeit von deren Lipoid- 
gehalt uneinheitlich. Wie durch Versuche mit steigender Bebriitungszeit festgestellt 
wurde, iiberwiegt zuerst die diffuse Verteilung des in Zell-Lipoiden gelésten Forma- 
zans: eine schwachrosa Farbung des Praparates ist zu beobachten, die allmahlich 
in ein leuchtendes Rot iibergeht. Bei lingerer Bebriitungszeit entsteht mehr 
Formazan als in den Lipoiden der Zelle gelést werden kann, es kommt zur Aus- 
fallung kleiner Kristalle. Sie erscheinen bei dem von uns verwandten Tetrazol- 
purpur blau. Bei schwacher VergréBerung resultiert aus dem diffus-roten Untergrund 
und den blauen Kristallen zuerst eine Purpurfarbung des Praparates, die bei Uber- 
handnehmen der Kristalle in Blau und schlieBlich in Blauschwarz tibergehen kann. 
Um eine umstindliche Beschreibung dieser Farbabstufungen zu vermeiden, legten 
wir bei der Auswertung unserer Priparate eine Farbskala zugrunde (Abb. 1.). 

Wir werden bei der folgenden Beschreibung des Vorkommens der Bernstein- 
siure-Dehydrogenase in verschiedenen Geweben und Organen den der Farbskala 


entsprechenden Farbungsgrad durch die Ziffernreihe von 0—7 wiedergeben, wobei 0 


ungefairbt und 7 maximale Reaktion, d. h. Blauschwarzfarbung, bedeuten. 

Es ist selbstverstaindlich, daB der in den Praparaten erzielte Farbton nicht 
allein von der Fermentaktivitaét, sondern auch von der Lange der Bebriitungszeit 
abhangig ist. Man muB deshalb die gleichen Farbwerte in kurzbebriiteten Pri- 
paraten hinsichtlich der Fermentaktivitat des Gewebes héher bewerten als nach 
langerer Bebriitungsdauer. Uber die Fehlerméglichkeiten einer solchen subjektiven 
Auswertungsmethode sind wir uns dabei véllig im klaren. Fiir die Auswertung der 
Reaktion in der Magenschleimhaut bei verschiedenen funktionellen Zustaénden 
(vgl. S.48 und Neumann und Koch"’) haben wir ein photometrisches Verfahren 
herangezogen*!. Fiir die Beurteilung schwachgefairbter Praparate sowie fiir photo- 
graphische Aufnahmen ist es vorteilhaft, mit gefiltertem Licht zu arbeiten. Wir 
verwendeten Farbfilter der Firma ,,Musterschmidt K.G., Géttingen, mit 
einem Durchlassigkeitsbereich zwischen 500 und 580 mu. 

Um von den doch in vieler Hinsicht oft unbefriedigenden unfixierten Gefrier- 
schnitten unabhangig zu werden, versuchten wir ein Fixationsmittel zu finden, 
welches die Aktivitat der Bernsteinsiure-Dehydrogenase erhalt. Diese Versuche 
miBglickten. Nicht nur die gebrauchlichsten Fixationsmittel, sondern auch milde 
Verfahren, die sich bei anderen histochemischen Enzymreaktionen gut bewahrt 
hatten, wie Alkohol, Aceton oder Athylenglykol, fiihrten, selbst wenn bei tiefer 
Temperatur fixiert wurde, zu keinen praktisch verwertbaren Erfolgen. Auch 
Seligman und Rutenburg?® haben bei ihren Fixationsversuchen an Gewebsbrei 
eine betrachtliche Hemmung der Enzymaktivitait beobachtet. Uberraschenderweise 


#1 K. Neumann, Verhandlg. Anatom. Gesellsch. 48. Versammlung. 165—172 
[1950]. 
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hat auch die fiir die Vorbereitung anderer histochemischer Fermentreaktionen so 
giinstige Methode der Gefriertrocknung!®» eine Inaktivierung der Gewebsschnitte 
zur Folge. 

Da fiir die Behandlung von Knochengewebe keine methodischen Angaben 
vorhanden waren, versuchten wir mit gutem Erfolg folgenden Arbeitsgang: Das 
Hartgewebe wird durch Sageschnitte in méglichst diinne Scheibchen von 2—4 mm 
geteilt, und diese werden im ganzen in die Bebriitungslosung gelegt. Nach einer 
entsprechend langeren Bebriitungszeit werden die Gewebsstiicke herausgenommen, 
kurz gewassert, in 10-proz. Trichloressigsiure entkalkt und dann auf dem Gefrier- 
mikrotom geschnitten. Das Formazan wird unter der Saurebehandlung nicht 
herausgelést (vgl. Abb. 4). 


II. Die feinere Verteilung der Bernsteinsiiure-Dehydrogenase 


A. Verteilung der Bernsteinsiure-Dehydrogenase 
in der Zelle 


Der Zellkern ist nach allgemeiner Ansicht frei von Bernstein- 
siiure-Dehydrogenase. Das haben mit Hilfe der Methode der Zellkern- 
isolierung unter anderem Lang und Siebert” sowie Dounce? be- 
staitigt. Auch in unseren histochemischen Priaparaten finden wir den 
Zellkern hell im Zelleib ausgespart. Das zeigen besonders deutlich die 
Abbildungen von Ganglienzellen der GroBhirnrinde (Abb. 2 und 3). Wir 
miissen hier allerdings bemerken, da wir bei einer groBen Zahl von 
Nervenzellen in dem sonst hellen Zellkern ein einzelnes, manchmal 
auch zwei oder drei Farbstoffkérner liegen sahen, wie dies z. B. die 
Abb. 3 zeigt. Natiirlich lieB uns diese Beobachtung daran denken, ob 
nicht doch vielleicht hier der Nucleolus Bernsteinsiure-Dehydrogenase 
enthalte. 

Das Cytoplasma ist der Trager der Bernsteinsdure-Dehydroge- 
nase. Enzymatisch gebildetes Formazan kann in zweierlei Form in der 
Zelle vorliegen: entweder diffus verteilt in Lipoiden geloést oder aber 
ausgefallt in Form kleiner Kristalle oder Granula. Die Annahme von 
Hoélscher!**4, dafB die granulire Verteilung des Farbstoffes in Tumor- 
zellen fiir die Mitochondrien kennzeichnend sei, méchten wir nicht ohne 
weiteres auf gesunde Zellen iibertragen. Wir halten das Auflésungsver- 
mégen der von uns benutzten histochemischen Reaktion fiir zu klein, 
um tiber die Bindung des Fermentes an besondere Zellorganellen sichere 
Auskunft zu geben (vgl. dazu FuBnote 39). 


B. Verteilung der Bernsteinsiure-Dehydrogenase 
in Geweben 


1. Epithelgewebe 
Epithelgewebe enthalt im allgemeinen eine mittlere Ferment- 
aktivitat. Eine Ausnahme bildet nur das Epithel, welches spezifische 
sekretorische oder resorptive Aufgaben zu erfiillen hat. 


2 K. Lang u. G. Siebert, Biochem. Z. 322, 196—204 [1951]. 
23 A. L. Dounce, J. cellular. comparat. Physiol. 39, Suppl. 2, 43—74 [1952]. 
24H. A. Hélscher, Naturwiss. 38, 116—117 [1951]. 
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a) Einschichtiges Epithel: Fiir das einschichtige prismatische, 
hochprismatische und kubische Epithel gilt, daB es eine schwache Akti- 
vitaét dort zeigt, wo es nur als Deckepithel dient (Abb. 15 ist die letzte!) 
In einschichtigem Plattenepithel oder in Endothel finden wir niemals 
eine hohe Aktivitit. 

b) Geschichtetes Epithel: Die Fermentaktivitét geschichteten 
Epithels reicht in keinem Fall an die des oft hochaktiven Driisen- oder 
Resorptionsepithels heran. Selten wurde der Index 2 (vgl. dazu Farb- 
skala, S. 48a) iiberschritten. Das gleiche gilt fiir das Ubergangsepithel 
der abfiihrenden Harnwege, dessen oberste Zellage sogar fast ungefiarbt 
bleibt. Nur das mehrreihige Flimmerepithel in Trachea oder Bronchen 
reagiert starker (vgl. Abb. 15). Hier sind dabei auBerdem die lumen- 
warts liegenden Zellabschnitte deutlich starker gerétet. 

Das verhornte Plattenepithel besitzt keine einheitliche 
Fermentaktivitat in seinen verschiedenen Lagen (Abb. 8). Fast immer 
reagiert das Stratum basale am kriftigsten (Index 2—4), das Stratum 
spinosum meist etwas schwicher und das Stratum granulosum und 
lucidum der Epidermis wieder etwas stirker. Das Verhalten des Stratum 
corneum wechselt. In vielen Priiparaten erscheint das Stratum corneum 
farblos, in anderen wieder schwach gerotet. 

c) Resorptionsepithel: An allen Orten, an denen eine spezifische 
sekretorische oder resorptive Arbeitsleistung des Epithels angenommen 
werden kann, gehdrt es zu den an Bernsteinsiure-Dehydrogenase 
reichsten Geweben des Organismus. Wir haben keinen AnlaB zu der 
Annahme, daB innerhalb des Cytoplasmas eine hohere Aktivitét auf der 
apikalen oder basalen Seite der Zelle vorliegt, wie das etwa fir die 
Phosphatase der Nierenkanalchen oder des Darmlumens bekannt ist 
(vgl. Abb. 7 und Abb. 12). 

d) Driisenepithel: Das Driisenepithel zeigt in seiner Bernstein- 
siiure- Dehydrogenase-Aktivitat eine auBerordentlich groBe Schwankungs- 
breite. Wiahrend die Zellen in den Endstiicken mucéser Driisen fast 
vollig frei von histochemisch nachweisbarem Enzym sind, reagieren die 
serésen Driisen deutlich stiirker (Index 2) (vgl. Abb. 7). In den End- 
stiicken der Talgdriisen sind die holokrinen Driisenzellen nur am Rande 
der Alveolen merklich gerdtet (Index 2). Zum Lumen des Driisen- 
lappchens erlischt die Fermentaktivitaét. Auch Becherzellen sind arm an 
Bernsteinséiure-Dehydrogenase. (Endokrine Driisen siehe S. 41). 


e) Sinnesepithelien: Geschmacksknospen siehe S. 47. 

Retina siehe S. 56. 
2. Stiitzgewebe 

a) Bindegewebe: In Bindegewebselementen kénnen wir Bern- 
steinséure-Dehydrogenase nicht sicher nachweisen. Dies entspricht der 
allgemeinen Anschauung, da Bindegewebszellen einen nur geringen 
Stoffwechsel haben. Es ist allerdings zu erwihnen, da8 wir an zahl- 
reichen Stellen im Bindegewebe einzelne, etwa zellgroBe Bereiche 
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finden, welche eine mittlere Fermentaktivitat besitzen. Es ist uns jedoch 
nicht gelungen, diese Elemente zu identifizieren, doch halten wir es fiir 
wahrscheinlich, daB es sich hierbei um Plasmazellen, Mastzellen, Histio- 
cyten oder auch Lymphocyten handelt. 

b) Fettgewebe: Wahrend wir bei alteren Versuchen mit reinem 
TTC sehr haufig Fettzellen leuchtcnd rot angefirbt fanden und dies 
schon damals?°® fiir ein Artefakt durch Diffusion des Formazans hielten, 
kénnen wir mit dem neuen Substrat Tetrazolpurpur derartige Far- 
bungen von Fettzellen nicht mehr beobachten. 

c) Knorpelgewebe: Beim hyalinen Knorpel ist das Perichon- 
drium véollig frei von Bernsteinsiure-Dehydrogenase. Die Grundsub- 
stanz und besonders die Knorpelzellen selbst sind in manchen Praparaten 
sehr schwach gerétet. Die von v. Hayek** beschriebene Rotfarbung 
einzelner Fettropfen in Knorpelzellen kénnen wir nur selten beobachten. 
Elastischer Knorpel enthalt keine nachweisbare Bernsteinsaiure- 
Dehydrogenase-Aktivitat. 

d) Knochengewebe: Die Knochengrundsubstanz ist, von Wachs- 
tumszonen abgesehen, fast véllig fermentfrei. Nur die BlutgefiBe und 
interessanterweise auch die Zell-Leiber der Osteocyten sind angefarbt. 

In den Wachstumszonen der Epiphysenfuge ist ein sehr hoher 
Gehalt an Bernsteinsiiure-Dehydrogenase zu finden (vgl. Abb. 4). 
Schon in der Zone der Séiulenknorpel, noch stirker aber im Bereich der 
verkalkenden Knorpelgrundsubstanz und der Abbauzone sind dichte 
Farbstoffniederschlige zu beobachten. Die starkste Fermentakt ivitat 
scheint dabei an die Osteoblasten gebunden zu sein. Damit werden die 
Befunde von Follis und Berthrong®* bestitigt und erweitert. Diesen 
Autoren gelang es, mit Hilfe der Semenoff-Methode an der Epiphysen- 
fuge Bernsteinsiiure-Dehydrogenase nachzuweisen, ohne da} ihnen et 
allerdings eine genauere Lokalisation méglich war. 

Die hiimoblastischen Zellen des Knochenmarks zeigen in unseren 
Priparaten keine nachweisbare Fermentaktivitat. 


3. Muskelgewebe 


a) Quergestreifte Muskulatur: Der Bernsteinsiure-Dehydro- 
genase-Gehalt quergestreifter Muskulatur ist sehr hoch. Schon nach einer 
Bebriitung von 5 Min. Dauer zeigt sich die erste Farbung. Nach ! , Stde. 
sind die meisten Fasern ginzlich mit Formazankristallen gefiillt (vgl. 
Abb. 5). Ein Teil der Fasern bleibt jedoch blaB. Wir glauben nicht, daB 
diese immer wiederkehrende Erscheinung auf einen Fehler der Methodik 
zurickzufiihren ist, wissen aber auch keine Deutung fiir diesen Befund. 
Eine besondere Lokalisation innerhalb der Muskelfaser, wie sie Ruten- 
burg, Wolman und Seligman"™ beschreiben, konnten wir nicht 
beobachten. 


% R.N. Follis u. M. Berthrong, Bull. Johns Hopkins Hosp. 85,281—297 
[1949]. 
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b) Glatte Muskulatur: In ihr ist eigentlich itberall eine schwache 
bis mittlere Reaktion (Index 2—3) bei gleichmaBiger Rotung zu sehen. 


c) Herzmuskulatur: Muskelgewebe des Herzens enthalt ohne 
Zweifel neben der Skeletmuskulatur die starkste Bernsteinsaure- 
Dehydrogenase-Aktivitat, die wir im Korper der untersuchten Spezies 
fanden. Schon in den ersten Minuten der Bebriitung beginnen die 
Praparate sich zu roten. Sie kénnen bei der Maus nach etwa 5 Min. mit 
dem Index 1—2, nach 15 Min. mit dem Index 3 und nach 1-stdg. Be- 
britung mit dem Index 6 bezeichnet werden. Beim Winterfrosch ist die 
Reaktion schwacher (nach 1-stdg. Bebriitung Index 3). Die Beobachtung 
von Rutenburg, Wolman und Seligman", da Farbstoffgranula an 
den einzelnen Fibrillen perlschnurartig aufgereiht erscheinen, kénnen 
wir bestatigen. 


4. Nervengewebe 


Nervenzellen sind der Sitz hoher Bernsteinséure-Dehydrogenase- 
Aktivitait (vgl. Abb. 2 u. 3). Die Enzymtatigkeit in den Pyramidenzellen 
der GroBhirnrinde lat sich schon nach 1-stdg. Bebriitung durch eine 
Anreicherung vieler Formazangranula nachweisen (Index 5). Auch der 
Neurit uhd die gréBeren Dendriten sind fermentreicher als ihre Um- 
gebung. Der Zellkern ist hell ausgespart. In seinem Innern finden wir mit 
groBerer RegelmaBigkeit meist ein einzelnes, seltener 2 oder 3 Farbstoff- 
granula isoliert gelegen. Wir halten es fiir méglich, daB der Nucleolus 
Bernsteinsiure-Dehydrogenase besitzt. Gliazellen treten nicht besonders 
in Erscheinung. AuBerhalb der Ganglienzellen ist die graue Substanz 
des Zentralnervensystems gleichmabig mittelstark gerétet, die weibe 
Substanz erscheint fermentfrei (vgl. 8.55). Biindel peripherer mark- 
haltiger oder markarmer Nerven zeigen eine sehr schwache Reaktion 
(Index 1—2), die aber auch von den Schwannschen Zellen herriihren 
kann. 


C. Die feinereVerteilung der Bernsteinsiure- Dehydrogenase 
in Organen 


1. Kreislauforgane 


a) Blut: Erythrocyten zeigen in unseren Praparaten keine 
Bernsteinséure-Dehydrogenase-Aktivitat. Aussagen tiber den Ferment- 
gehalt der Leukocyten zu machen, bereitet uns Schwierigkeiten. 
Sicher ist soviel, daB zumindest ein Teil der Leukocyten Bernsteinsaure- 
Dehydrogenase enthalt. Jedoch gelang es uns trotz Anwendung ver- 
schiedener Praparationsmethoden nicht zu kliren, um welche Zellen es 
sich dabei handelt. Die positive Bernsteinsiure-Dehydrogenase-Reaktion 
in Lymphzellansammlungen verschiedener Organe spricht dafiir, da es 
sich bei den fermenthaltigen Leukocyten um Lymphzellen handelt. Eine 
speziellere Untersuchung dieses Problems wiire erforderlich. 
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b) BlutgefaiBe (Bebriitungsdauer: 4 Stdn.)?: In den zahlreichen 
von uns untersuchten Organen zeigten Arterien und Venen des musku- 
laren Bautypus eine schwache, aber eindeutig nachweisbare Ferment- 
reaktion. In der Aorta sahen wir keine Fermentaktivitit. 

Bei mittleren und kleinen Arterien ist die Tunica interna zwar 
fermentfrei, die Tunica muscularis dagegen bei langerer Bebriitung 
schwach gerétet (Index 2). Die Fermentaktivitaét scheint geringer zu 
sein, als man sie in glatter Muskulatur sonst zu finden gewohnt ist. Die 
Adventitia ist wieder fermentfrei. Venen zeigen die gleiche Enzym- 
verteilung. Die Arteriolen waren in unseren Praparaten selten, 
Kapillaren nie gerétet. Auch Rutenburg, Wolman und Selig- 
man berichten hier von einem negativen Ausfall der Reaktion. 

c) Herz: Herzmuskulatur siehe 8S. 42. 


2. Lymphatische Organe 


Lymphatische Organe sind zwar arm an Bernsteinsiure-Dehydro- 
genase, doch kénnen wir die negativen Befunde von Rutenburg, 
Wolman und Seligman! nicht bestiatigen. 

a) Lymphknétchen (Bebriitungsdauer: 4 Stdn.) Lymphonoduli 
solitarii etwa im Zungengrund oder Darm sind mittelstark gerdtet 
(Index 2—3) (vgl. Abb. 11). 

b) Lymphknoten (Bebriitungsdauer: 4Stdn.): Die  stirkste 
Reaktion zeigen im Lymphknoten die lymphatischen Zellen (Index 1—2). 
Das Bindegewebe der Kapsel, der Trabekel und der Sinus sind praktisch 
fermentfrei. Unterschiede des Rétungsgrades innerhalb der einzelnen 
Follikel sind nicht zu beobachten. Dagegen finden wir zwischen den 
Follikeln leuchtend rote, etwa zellgroBe Korper (Index 4), tiber deren 
Zuordnung wir keine Klarheit gewinnen konnten. 

c) Milz (Bebriitungsdauer: 6 Stdn.): In der zweigeschichteten 
Kapsel der Hundemilz (Speichertyp) ist die auBere fibrése Zone ferment- 
frei, die innere muskulare Schicht sowie die Trabekel besitzen eine 
schwache Aktivitat (Index 1). Auch die rote Pulpa und die Malpighischen 
Korperchen sind schwach diffus gerétet (Index 1—2) und schwer von 
einander abgrenzbar. In den Malpighischen Korperchen heben sich 
einzelne vorwiegend in die Peripherie des Follikels eingelagerte Kristalle 
ab. Um die Follikel herum und manchmal auch im Keimzentrum selbst 
finden wir wieder die schon bei Lymphknoten beschriebenen zellgroBen 
roten Kérperchen. Die Wand der Arteria centralis ist etwas stirker 
gerétet. Beim Meerschweinchen (Bebriitungsdauer: 4 Stdn.) sind bei 
sonst entsprechender Lokalisation die Ansammlungen von Lymphocyten 
etwas fermentirmer als beim Hund, beim Kaninchen dagegen etwas 
stirker gerdtet (Index 2—3). 


26 Da die Farbintensitait der Praparate nicht nur von der jeweiligen Ferment- 
aktivitét, sondern auch von der Lange der Bebriitungszeit abhingt, ist deren 
Angabe von Wichtigkeit. 
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d) Thymus (Bebriitungsdauer: 2 Stdn.): Der Thymus der Maus 
besitzt mittlere Fermentaktivitét. Eine schwache Reaktion (Index 2—3) 
findet sich ziemlich gleichmaBig innerhalb des ganzen Organes. Die 
Bindegewebssepten und die Hassallschen Kérperchen sind praktisch 
fermentfrei. Auftallend ist wieder der Reichtum an zellgroBen Gebilden, 
welche hier eine auBerordentlich starke Reaktion zeigen. 


3. Organe innerer Sekretion 


a) Hypophyse (Bebritungsdauer: 4 Stdn.): Im Vorderlappen 
der Hypophyse zeigen die meisten Zellstrange im ganzen eine mittlere 
Bernsteinsiure-Dehydrogenase-Reaktion (Index 3). Bei genauerer Be- 
trachtung findet man jedoch von Zelle zu Zelle eine deutlich unterschied- 
liche Aktivitaét. Einzelne Zellen oder Zellgruppen sind sehr blaB bzw. 
kaum gefarbt, andere reagieren starker (bis Index 3). Im Hinterlappen 
bestehen solche Unterschiede zwischen einzelnen Zellen nicht. Dort 
sehen wir gleichmaBig verteilt eine mittelstarke Bernsteinsdéure-De- 
hydrogenase-Reaktion (Index 3). Eine besondere Reaktion des von 
Bargmann beschriebenen Neurosekretes konnten wir nicht beobachten, 
obwohl Schiebler?’ in isolierten Granulis des Neurosekretes Bernstein- 
siiure-Dehydrogenase beschrieben hat. 

b) Schilddriise (Bebriitungsdauer: 4 Stdn.): Auch die Schild- 
driise gehért zu den fermentarmen Organen. Sie besitzt eine schwache 
Aktivitét vorzugsweise im Follikelepithel (Index 2), teilweise aber auch 
im Bereich der interfollikuliren Zellen (Index 1—2). Zusammenhange 
zwischen der FollikelgréBe und der Bernsteinséure-Dehydrogenase- 
Aktivitaét des Epithels kénnen wir nicht beobachten. Ebensowenig sehen 

: wir Rotfarbung im Kolloid. Das Bindegewebe zwischen den Lappchen 
ist fermentfrei, die Winde gréBerer Gefiibe sind sehr schwach gerétet. 
Merkwiirdigerweise gelang es Rutenburg, Wolman und Selig- 
man? nicht, mit der itiblichen Methode der Bebriitung von Gewebs- 
schnitten in der Schilddriise Bernsteinsiiure-Dehydrogenase nachzu- 
weisen, wohl aber beschreiben Goddard und Seligman?’ nach supra- 
vitaler Reaktion von Quetschpriparaten sehr interessante Einzelheiten 
liber die intrazellulare Bindung des Enzymes an Mitochondrien sowie 
unterschiediiche Reaktion verschiedener Zelltypen. 

c) Epithelkérperchen: Wegen der geringen GroBe des Organs 
muBten wir hier eine andere Bebriitungstechnik anwenden. Wir pra- 
parierten das Epithelkérperchen sorgfaltig frei und warfen das ganze 
Organ in die Bebriitungslésung. Nach Bebriitung war das endokrine 
Gewebe gerétet, wihrend das Bindegewebe ungefarbt blieb. Nach an- 
schlieBender Fixierung in Formol fertigten wir Gefrierschnitte an, deren 
Untersuchung eine ziemlich starke Ablagerung von Farbkristallen in den 
Strangen der endokrinen Zellen (Index 3) ergab und dadurch auf eine 


27 T. H. Schiebler, Z. Zellforsch. 36, 563—576 [1952]. 
°8 J. W. Goddard u. A. M. Seligman, Cancer 6, 385—389 [1953]. 
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zumindest mittelstarke Bernsteinsiure-Dehydrogenase-Aktivitéat in 
diesem Organ schlieBen lieB. 

d) Nebenniere (Bebriitungsdauer: 4 Stdn.): Die Nebenniere des 
Hundes enthalt unter den endokrinen Organen die starkste Bernstein- 
siure-Dehydrogenase-Aktivitit. Dabei ist das Mark fast fermentfrei, 
und die Enzymaktivitaét beschrankt sich auf einzelne Zonen der Rinde. 
So bleibt die Kapsel ungefarbt, und auch die Zona arcuata reagiert nur 
mittelstark (Index 2). Sie wird von der Fasciculata durch eine ferment- 
armere Zone (Index 1) getrennt. In der Fasciculata steigt die Bernstein- 
siiure-Dehydrogenase-Aktivitat auf eine beachtliche Hohe an (Index 4), 
und zwar am stirksten in der dem Mark nahe gelegenen Schicht. Oft 
durchziehen radiar verlaufende Streifen starkerer Reaktion die Fasci- 
culata. Die auBerste Zone der Reticularis wirkt wieder etwas blasser 
(Index 3). Das Mark der Nebenniere ist gerade noch wahrnehmbar 
gerotet (Index 1). 

Geschlechtsspezifische Lokalisationsunterschiede, wie sie z. B. fiir 
die alkalische Phosphatase in der Nebenniere von Elftman?’ beob- 
achtet wurden, scheinen beim Hund fir die Bernsteinséure-Dehydro- 
genase nicht zu bestehen. Beim Meerschweinchen verandert sich die 
Lokalisation insofern, als die starkste Aktivitaét hier in der Peripherie 
der Rinde gelegen ist: auBerste Glomerulosa: Index 1—2, innere Zone 
der Glomerulosa und auBere Fasciculata: Index 3, nach innen auf Index 
1—2 abnehmend, Reticularis ebenfalls Index 1—2. Beim weiblichen 
Meerschweinchen scheint die fermenthaltige periphere Zone schmiler 
zu sein. 

Ovar: siehe 8. 54; Hoden: siehe S. 53; Placenta: siehe S. 55; 
Langerhanssche Inseln: siehe 8. 46. 


4. Verdauungsapparat 

a) Speicheldriisen 

Parotis und Glandula submandibularis (Bebriitungsdauer: 1 Stde.): 
Bei den serésen Speicheldriisen ist als auffalligster Befund? die auBer- 
ordentlich starke Reaktion in den Streifenstiicken (Index 6) zu er- 
wahnen (vgl. dazu Abb. 6). Schon nach kurzer Bebriitungszeit, wenn das 
Driisenparenchym noch ungefarbt erscheint, heben sich diese Abschnitte 
der Ausfiihrungsginge deutlich heraus. Die Schaltstiicke sind dagegen 
praktisch fermentfrei, und auch die groBen Ausfiihrungsgiange zeigen in 
ihrer Wandung nur eine mittlere Reaktion (Index 3). Die sezernierenden 
Endstiicke sind mittelstark gerétet (Index 2—3), und zwar jeweils in der 
Peripherie stirker. Die vorwiegend serése Glandula submandibularis 
gleicht in ihrer Fermentverteilung der Parotis fast vollstandig. Die auf- 
fillig hohe Fermentaktivitat der Streifenstiicke spricht fiir spezifische 
resorptive oder sekretorische Leistungen dieser Abschnitte. An die 


' 29 H. Elftman, a) Endocrinology 41, 85 [1947]; b) Anat. Rec. 97, 331—332 
1947]. 
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Experimente von Junqueira*® ankniipfend, versuchten wir, die Aktivi- 
tat der Driise durch Unterbindung ihres Ausfiihrungsganges 
zu beeinflussen. Nach Junqueira kommt es schon wenige Tage nach 
einer solchen Unterbindung zu einer Unterbrechung der Sekretions- 
leistung der Driise, wobei nur ihr Grundstoffwechsel (basic metabolism) 
bestehen bleibt. Bei unseren Untersuchungen unterbanden wir den 
Ausfiihrungsgang der Glandula submandibularis an Mausen und konnten 
schon acht Tage nach der Unterbindung eine betrachtliche Abnahme der 
Enzymaktivitat, in erster Linie in den Streifenstiicken, aber auch in den 
Endstiicken beobachten. 

Stier’ beeinfluBte die Driisensekretion durch verschiedene 
Pharmaka und konnte danach mit Hilfe eines unspezifischen Dehydro- 
genase-Nachweises deutliche Aktivititsinderung beobachten. 

Glandula sublingualis (Bebriitungsdauer: 2 Stdn.): Die vorwiegend 
mucése Glandula sublingualis bietet ein ganz anderes Bild als die 
Parotis, da hier eine besonders starke Reaktion der Ausfiihrungsgange 
nicht zu beobachten ist, und auch in den sezernierenden Endstiicken die 
Reaktion schwicher ausfallt. Dennoch kann man das Driisenparenchym 
durch seine etwas starkere Rotfiirbung (Index 2) von den fast gar nicht 
gefarbten Bindegewebsziigen abgrenzen. Wieder sind die Peripherie der 
mucésen Driisen und besonders die Gianuzzischen Halbmonde etwas 
stirker gerétet. Ausfiihrungsgiinge heben sich nicht besonders ab. 

Glandula lacrimalis (Bebriitungsdauer: 2 Stdn.): Die Tranendriise 
zeigt in ihrem Parenchym eine wesentlich starkere Bernsteinsaure- 
Dehydrogenase-Aktivitat als die serésen Speicheldriisen. Wieder finden 
wir die stirkste Fairbung in der Peripherie der Endstiicke (Index 3), 
auch die Ausfiihrungsginge zeigen in einzelnen Abschnitten eine be- 
sonders starke Reaktion (Index 6). Die Wande der groBen Ausfihrungs- 
ginge sind jedoch arm an Bernsteinsiure-Deydrogenase. 

Pankreas: Die exkretorischen Endstiicke der Bauchspeicheldriise 
reagieren beim Hund mittelstark (Index 3—4). Eine genauere zellulare 
Lokalisation innerhalb der Endstiicke gelang uns nicht. Das Epithel der 
Ausfiihrungsgiinge, besonders der gréBeren, besitzt ebenfalls einen 
deutlichen Fermentgehalt (Index 3), BlutgefaiBe sind schwach gerotet 
(Index 1), das Bindegewebe bleibt ungefirbt. 


Die Langerhansschen Inseln lassen sich durch eine etwas 
schwichere Reaktion vom exkretorischen Anteil der Bauchspeichel- 
driise unterscheiden. Innerhalb der Inseln sehen wir bei einigen Hunden 
eine ungleichmaBige Verteilung der Formazanbildung. Einzelne vor- 
wiegend am Rande der Inseln gelegene Zellen oder Zellgruppen reagieren 
etwas starker als die iibrigen Zellelemente. Eine sichere Zuordnung 
dieser Zellen zu den verschiedenen Zelltypen des Inselorgans war uns 
indessen nicht méglich. Wir halten es jedoch nach der Lage der ferment- 


30 L. C. Junqueira, Exp. Cell. Res. 2, 327—338 [1951]. 
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reicheren Zellen fiir wahrscheinlich, daB es sich dabei um A-Zellen 
handelt (vgl. Abb. 6). 


b) Verdauungstrakt 


Zihne: Die Zihne wurden aufgesigt und dann weiterbehandelt, wie 
auf 8. 39 fiir Knochen beschrieben. Es zeigt sich dabei eine schwache 
Reaktion nur in der Zahnpulpa. Eine genauere Zuordnung gelang uns 
infolge methodischer Schwierigkeiten nicht. 

Zunge (Bebriitungsdauer: 3 Stdn.): An der Zunge steilt die Bern- 
steinsiure-Dehydrogenase-Reaktion eine fast spezifische Farbung der 
quergestreiften Muskelfasern dar (Index 6), deren dreidimensionale 
Ordnung in auBerster Klarheit zutagetritt. Zwischen den Muskelfasern 
gelegenes Bindegewebe, so auch die Raphe, zeigt keine Reaktion, darin 
gelegene GefaiBwande sind schwach gerodtet (Index 2); ebenso Nerven 
(Index 2—3) und die in Muskulatur eingebetteten Driisen (Index 2). 
Bei den Papillae filiformes e. fungiformes reagiert das oberflaichliche 
Epithel noch am starksten (Index 1—2), und zwar reagieren seine ver- 
hornten Zonen bald etwas schwiacher, an anderen Praparaten wieder 
stiirker (Index 2) als die Basalschicht. Bei den Papillae circumvallatae 
ist dasselbe zu beobachten. Die Spiildriisen sind nur schwach gefarbt, 
ebenso die Lymphzellansammlungen (Index 2—3). Interessanterweise 
sind die Ausfiihrungsginge dieser Driisen niemals so ausgepragt gerétet 
wie dies bei anderen serdsen Driisen auffiel. Auch mucése Driisen 
reagieren nur schwach (Index 1) (siehe S. 48). Geschmacksknospen 
sind im Epithel nur mit groBer Miihe zu erkennen. Ihre Bernsteinsiure- 
Dehydrogenase-Aktivitat ist niedriger als die der angrenzenden Epithel- 
zellen. In mucdsen Driisen sind die Endstiicke fast vollig negativ, nur 
an ihrer Peripherie ist eine schwache R6tung zu sehen. Das entspriche 
dem Sitz der Korbzellen (Index 1—2). Die Kapsel ist fermentfrei. 
Ausfiihrungsgiinge sind nicht zu beobachten. 

Ocsophagus (Bebriitungsdauer : 4 Stdn.): In den einzelnen Schichten 
der Oesophaguswand finden wir im Gegensatz zu Rutenburg, Wol- 
man und Seligman!*, die dort keine Bernsteinsiure-Dehydrogenase 
nachweisen konnten, unterschiedliche Mengen des Enzyms (vgl. Abb. 8). 
Die in unseren Praparaten vorwiegend quergestreifte Ring- und Langs- 
muskulatur ist ziemlich stark gerétet (Index 6). Darauf folgt nach innen 
das ungefarbte Bindegewebe der Submucosa. Soweit Driisen in sie ein- 
gelagert sind, reagieren sie schwach (Index 2—3). Die Muscularis 
mucosae besitzt ebenfalls nur schwache Fermentaktivitaét (Index 2), die 
sich anschlieBende Tunica propria ist fermentfrei. Auch das Epithel ist 
in seinen einzelnen Schichten unterschiedlich gerétet, wobei die Aus- 
pragung der Farbung bei den verschiedenen Spezies wechselt. Wahrend 
beim Hund eine lumenwirts gelegene Zellschicht heller bleibt und das 
gesamte tibrige Epithel gleichmaBig schwach gerétet erscheint (Index 3), 
erkennt man beim Kaninchen und Meerschweinchen eine fortlaufende 
Steigerung des Fermentgehaltes vom Lumen zur Basis des Epithels hin. 
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Magen: Unterhalb des Oesophagus zeigen sich hinsichtlich der 
feineren Verteilung der Bernsteinsiure-Dehydrogenase innerhalb der 
einzelnen Abschnitte des Darmrohres so viele Gemeinsamkeiten, daB 
zunichst eine zusammenfassende Betrachtung berechtigt ist. Nur die 
Abweichungen von der Regel sollen in den folgenden Kapiteln einzeln 
besprochen werden. 

In allen Abschnitten des Darmes liegt die weitaus stirkste Reaktion 
im Epithel der Schleimhaut. Wenn man allerdings Material untersucht, 
bei dem eine postmortale Andauung der Zotten eingesetzt hat, ist die 
Reaktion des zerstérten Epithels wesentlich herabgesetzt. Dies ist eine 
Fehlerquelle, die bei Untersuchungen am Magen-Darmtrakt sorgfaltig 
beriicksichtigt werden muB. 

Die Submucosa und die Tunica propria sind, abgesehen von 
den leicht geréteten BlutgefaBwiainden (Index 1), frei von Bernstein- 
siure-Dehydrogenase. In der Propria und der Submucosa finden sich 
vereinzelt zellgroBe schwach gerétete Bereiche (Index 1—2). Es ist uns 
nicht gelungen, die Identitat dieser Gebilde zu kliren. Der MeiBner- 
sche Plexus ist deutlich gerétet (Index 2). Die Schichten glatter 
Muskulatur (Index 2), die Muscularis mucosae (Index 2) sowie die 
beiden Lagen der Tunica muscularis (Index 2—4) reagieren in allen 
Abschnitten’ des Darmes mittelstark. Immer ist jedoch die Ferment- 
aktivitét der Muscularis mucosae etwas geringer. Das Peritonaeum 
bleibt reaktionslos. 

Fundus (Bebriitungsdauer: 1 Stde.): Innerhalb der Magenschleim- 
haut (vgl. Abb. 9) zeigen die an das Lumen grenzenden Epithelzellen 
sowie jene im Halsbereich der Driisen eine mittelstarke (Index 3), das 
Stroma eine schwiachere Reaktion (Index 2). In den Driisenschléuchen 
ist eine Verteilung der Fermentaktivitit zu beobachten, bei welcher 
sich in charakteristischer Weise die fermentreichen Belegzellen von 
den fermentarmen schwach geréteten Hauptzellen (Index 2) ab- 
heben (vgl. Abb. 10). Schon nach sehr kurzer Bebriitungszeit sind die 
Belegzellen mit Formazankristallen vollgestopft (Index 6—7). Die Zone 
des Zellkernes ist im Zell-Leib ausgespart. Die hohe Aktivitaét der Beleg- 
zellen war mehr oder minder ausgeprigt bei allen von uns untersuchten 
Tieren zu beobachten. 

Die Aktivitét der Bernsteinsiure-Dehydrogenase hingt vom 
Funktionszustand der Magenschleimhaut ab. Wir verglichen die Re- 
aktion in der Magenschleimhaut unbehandelter Hungerkaninchen mit 
der von Tieren, denen zur Stimulation der Saéurebildung 15 Min. vor der 
Tétung ein Coffein-Alkoholtrunk infundiert wurde. Dabei zeigte sich, 
daB die Fermentaktivitat in den Belegzellen bei forcierter Séurebildung 
gegeniiber Kontrolltieren wesentlich gesteigert ist (vgl. dazu 1. c.1”). 
Wenn man Praparate solcher Versuchsreihen mikrophotometrisch aus- 
wertet”!, um so die subjektive Beurteilung durch einen objektiveren 
Zahlenwert zu ersetzen, ist das Verhiltnis der Farbstoffmenge in den 
Belegzellen bei unbehandelten Tieren zu denen der mit Coffein-Alkohol 
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Abb. 1. Farbskala fiir die Beurteilung der Bernsteinsiure-Dehydrogenase-Aktivitat 
nach Bebriitung der Praparate mit Tetrazolpurpur (Erklarung im™ Text). 

















Abb. 2. GroBhirnrinde, Hund, Pyramidenzelle bei 1000-facher VergréBerung. 

Reaktion auf Bernsteinsiure-Dehydrogenase, Bebriitungszeit 4 Stunden. Beachte 

die Reaktion in den gréBeren Zellfortsatzen (Griinfilter ,,Musterschmidt* KG. Gét- 
tingen, Durchlassigkeitsbereich: 500—580 my). 
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Abb. 3. GroShirnrinde, Hund. Ganglienzelle be: 
1200-facher VergréBerung. Reaktion auf Bern 
steinsiure-Dehydrogenase. Bebriitungszeit 
e 4 Stunden. In dem hell ausgesparten Zellkern 
ist deutlich ein isoliertes Farbstoffkérnchen (a) 
zu erkennen (Griinfilter). 





Abb. 4. Meerschweinchen, unterer Femurschaft, : 
Epiphysenfuge. Reaktion auf Bernsteinsaure- I 
Dehydrogenase. An der Knorpel-Knochen-Grenze fi 


findet man in der Zone der Knorpelzellsiulen (a) 
und den groBen Knorpelzellen (b) bereits eine 
verstarkte Reaktion, im Bereich der verkalken- 
den Grundsubstanz (c) und der Osteoblasten (d) 
aber eine auBerordentlich hohe Bernsteinsaure- 
Dehydrogenase-Aktivitat. Die Knochenbalkchen 
und das Mark (e) sind fermentfrei 
(Vergr. 90 x, Griinfilter). 





Abb. 5. Skeletmuskel, Meer- 
schweinchen, Reaktion auf 
Bernsteinsiure-Dehydro- 
genase, Bebriitungszeit 3 Stun- 
den. Die unterschiedliche Re- 
aktion der einzelnen Muskel- A 
fasern ist. deutlich zu erken- 
nen (Vergr. 80 x , Griinfilter). 
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(a) 

a Abb. 6. Hund, Pankreas, Langerhanssche Insel. Reaktion auf Bernsteinsaure- 
i Dehydrogenase, Bebriitungszeit 4 Stunden. Die Inseln sind im ganzen etwas 
(a) fermentérmer als das exkretorische Gewebe. Innerhalb der Langerhansschen 
Ni Inseln heben sich einzelne Zellen oft durch starkere Reaktion heraus 

wm (Vergr. 160 x , Griinfilter). 

(d) 

re- 

en 

r- 

uf 

n- 

e- 

s]- Abb. 7. Parotis, Hund, Reaktion auf Bernsteinsiure-Dehydrogenase. Bebriitungs- 
n- zeit 2 Stunden. Erklarung im Text (Vergr. 29 x, Griinfilter). 
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Abb. 8. Oesophagus, Meerschweinchen, Uber- 
sichtspraparat. Reaktion auf Bernsteinsaure- 
Dehydrogenase. Hier, wie bei allen anderen 
abgebildeten Praparaten wurde keine Gegen- 
farbung verwendet. (a) Epithel, (b) Lamina 
propria, (c) Muscularis mucosae, (d) Submucosa, 
(e) Tunica muscularis. Weitere Erklarung im Text 
(Vergr. 24 x, Griinfilter). 








Abb. 9. Magenschleimhaut, Hund, Fundusbereich. Reaktion auf Bernsteinsaure- 
Dehydrogenase. Bebriitungszeit 2 Stunden. Das oberflichliche Epithel und vor 
allem die Belegzellen der Driisenschlauche zeigen eine starke Reaktion. Beachte die 
helle Zone in den oberflachlichen Epithelzellen im Bereich der Zellkerne 
(Vergr. 90 x, Griinfilter). 
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Abb. 10. Magenschleimhaut, Hund, Fun- 
dusbereich. Driisenschlauch bei starkerer 
VergréBerung. Die an Bernsteinsaure- 
Dehydrogenase reichen Belegzellen sind 
deutlich zu erkennen 
(Vergr. 320 x, Griinfilter). 











Abb. 11. Appendix, Hund, Reaktion auf Bernsteinsiure-Dehydrogenase, Be- 

briitungszeit 2 Stunden. Wie in allen Abschnitten des Darmrohres ist auch hier die 

Schleimhaut (a) sehr fermentreich. Lymphzellen, die sich zwischen die Driisen vor- 

draingen, reagieren nur mittelstark. (b) Die Submucosa (c) ist fermentfrei, die 
Tunica muscularis (d) schwach gerétet (Vergr. 24 x, Griinfilter). 


Abb. 12. Rectum, Kaninchen, Reaktion auf 
Bernsteinsiure-Dehydrogenase. Bebriitungs- 
zeit 5 Stunden. Erklirung im Text 
(Vergr. 24 x, Griinfilter). 
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(Vergr. 24 x, Griinfilter). 
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Abb. 13. Leber, Hund, Reaktion auf Bernsteinsiure-Dehydrogenase. Bebriitungs- 
zeit 1 Stunde. Beachte die starkere Reaktion in der Peripherie des Leberlippchens 


Abb 14. Leber, Hund, Glissonsches Dreieck. 
Reaktion auf Bernsteinsiure-Dehydrogenase, 
Bebriitungszeit 1 Stunde. Innerhalb der sonst 
Glissonschen Dreiecke 
heben sich zwei Gallenginge durch ihre deut- 
lich erhdhte Bernsteinsiure-Dehydrogenase- 
Aktivitaét heraus (Vergr. 120 x, Griinfilter). 


Abb. 15. Lunge, Hund, 
Bronchien. Reaktion 
auf Bernsteinsaure- 
Dehydrogenase. Be- 
briitungszeit 6 Stun- 
den. Die starkste Re- 
aktion zeigen hier das 
Epithel der Bronchen 
(a) und vereinzelte 
Ausfiihrungsginge von 
Driisen(b). Schwacher 
reagieren glatte Mus- 
kelfasern (c) und ein- 
zelne Knorpelplatten 
(d). Die Alveolen sind 
fast ganzlich frei von 
Bernsteinséure-Dehy- 
drogenase 
(Vergr. 25 x, Griin- 
filter). 


(S. 35) 
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stimulierten etwa wie 1:2. Vermehrte Salzsiureproduktion geht dem- 
nach mit erhdhter Enzymaktivitat einher. 

Pylorus (Bebriitungsdauer: 4 Stdn.): Bei sonst gleicher Verteilung 
des Fermentes reagiert hier die Schleimhaut merklich schwiacher als im 
Magenfundus. Das Epithel der tiefen Magengriibchen (Index 2) und der 
Pylorusdriisen (Index 3) besitzt noch die starkste Rétung, die sich 
zur Basis der Mucosa allméhlich verliert (Index 2). Die Muscularis 
mucosae ist hier auffallig aktiv (Index 4). Beim Kaninchen ist merk- 
wiirdigerweise nicht das obere Drittel der Pylorusdriisen, sondern gerade 
die Basis am fermentreichsten. 

Duodenum (Bebriitungsdauer: 1 Stde.): Merkwiirdigerweise gelang 
es Rutenburg, Wolman und Seligman!‘ nicht, in den verschiedenen 
Abschnitten des Darmes Bernsteinsiure-Dehydrogenase nachzuweisen. 
Unserer Ansicht nach gehért die Schleimhaut des Darmes zu den 
fermentreichsten Gebilden des Organismus. In den Zotten ist das 
Epithel sehr stark gefirbt (Index 6), wihrend das darunterliegende 
Stroma nur schwach reagiert (Index 2). Die Reihe der Epithelzellen 
enthalt durch das Fehlen einer Reaktion in den Kernen einen hellen 
Streifen. Davon abgesehen sind die Farbkristalle innerhalb der Zellen 
gleichmaBig verteilt. Auch der Cuticularsaum ist in die Reaktion ein- 
bezogen. Die Becherzellen scheinen bedeutend fermentaérmer, wenn 
nicht sogar frei von Bersteinsiure-Dehydrogenase zu sein (Index 1). 
Die Schlaéuche der Duodenaldriisen sind nicht wesentlich stirker gerétet 
als die Epithelzellen. Wo Brunnersche Driisen anzutreffen sind, be- 
sitzen sie eine mittelstarke Rotung (Index 2). Zur Basis der Driisen- 
schliuche hin nimmt die Aktivitaét wieder etwas ab. Panethsche Korner- 
zellen heben sich nicht ab. Die folgenden Schichten unterscheiden sich 
nicht von der auf 8. 48 gegebenen Beschreibung. 

Jejunum (Bebriitungsdauer: 1 Stde.): Das Epithel der Zotten und 
der Krypten ist schon nach 2 Stdn. maximal gefairbt (Index 6). Die 
Becherzellen sind bedeutend fermentirmer. Zur Basis der Driisen- 
schliuche hin nimmt die Aktivitaét wieder etwas ab (Index 4—5). 

Ileum (Bebriitungsdauer: 1 Stde.): In der Schleimhaut dieses Darm- 
abschnittes besitzt das Epithel der Zotten nur noch einen mittelstarken 
Fermentgehalt (Index 3), waihrend das Epithel der Driisenschliuche 
etwas schwicher reagiert (Index 2). Die hier haufiger auftretenden 
Lymphonoduli solitarii sind deutlich fermentaktiv (Index 2) (vgl. auch 
Abb. 11). 

Appendix (Bebriitungsdauer: 2 Stdn.): Auch beim Processus ver- 
miformis ist die Mucosa der fermentreichste Teil (Abb. 11), und zwar 
reagiert das Epithel bereits nach 2-stdg. Bebriitung stark positiv (In- 
dex 6). Zur Basis der Krypten und besonders dort, wo lymphatisches 
Gewebe zwischen denselben liegt, nimmt die Reaktion ab (Index 3—4). 
Becherzellen sind ausgespart, die Zone der reihenformig angeordneten 
Kerne ist heller. Lympzellanhéufungen sind etwas stirker gerétet (In- 
dex 2—38). 
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Fir den an Lymphfollikeln auBerordentlich reichen Proc. vermifor- 
mis des Kaninchens gilt, auf die bei diesem Tier andersartigen morpho- 
logischen Verhaltnisse tibertragen, das gleiche wie fiir den Darm des 
Hundes. Die Fermentaktivitaét in Epithel und Lymphzellen scheint 
hier noch staérker zu sein als beim Hund. 

Colon (Bebriitungsdauer: 6 Stdn.): Die Reaktion ist im Colon trotz 
lingerer Bebriitung bedeutend schwicher als in den oberen Darmab- 
schnitten. Das Epithel der Driisenschliuche reagiert noch am starksten 
(Index 3—4), das Stroma zwischen den Driisenschléuchen schwicher 
(Index 2). Auffallenderweise ist hier an der Basis des Epithels die Re- 
aktion am starksten (am deutlichsten an 1-stdg. bebriiteten Praparaten). 
Ebenso wie beim Processus vermiformis ist auch hier an Orten einge- 
lagerter Lymphzellen die Reaktion schwacher (Index 2). Wieder ist beim 
Kaninchen die Fermentaktivitaét bedeutend hédher als beim Hund. Schon 
nach 1 Stde. fairbt sich das Dickdarmepithel maximal (Index 7!), dabei 
liegt die stiirkste Reaktion hier an der Lumenseite des Epithels. Man 
muB natiirlich daran denken, daB die Bakterienflora des Darmes durch 
ihren Fermentgehalt die Resultate beeinflussen kann. 

Rectum (Bebriitungsdauer: 6 Stdn.): Das Rectum (Abb. 12) zeigt 
hinsichtlich der Verteilung der Fermentaktivitét kaum Unterschiede 
gegeniiber dem Colon. Beim Meerschweinchen sind nur die an das 
Darmlumen stoBenden Schleimhautepithelien fermentreich (Index 3—4). 
Die Driisenschliuche reagieren auffallig schwach (Index 2). 

Beim Kaninchen ist die gleiche Anordnung wie beim Meer- 
schweinchen zu beobachten, nur mit dem Unterschied, daB das lumen- 
warts gelegene Drittel der Driisenschliuche noch ziemlich fermentreich 
ist (am Lumen gelegenes Epithel: Index 6, oberster Teil der Driisen- 
schlauche: Index 4, unterster Anteil der Driisenschliuche: Index 1—2). 

c) Leber (Bebriitungsdauer: 1 Stde.): Die Leber (Abb. 13) ist 
nach physiologisch-chemischen Untersuchungen ein Organ mit ziemlich 
hohem Berusteinsiiure-Dehydrogenase-Gehalt. Histochemisch ergibt sich 
folgendes Bild: Die Kapsel sowie das interlobulire Bindegewebe sind 
fermentfrei. Das Leberparenchym reagiert deutlich, und zwar in der 
Peripherie des Lappchens stirker (Index 5) als im Zentrum (Index 
3—4). Eine spezifische Lokalisation innerhalb der Leberzellen oder eine 
stirkere Reaktion v. Kupfferscher Sternzellen, wie sie Meyer- 
Arendt? nach Durchspiilungsversuchen beschrieb, ist nicht zu beob- 
achten. In den Glissonschen Dreiecken bleiben die Aa. und Vv. inter- 
lobulares nach kiirzerer Bebriitungszeit ungefairbt (Abb. 14), nehmen 
jedoch nach langerer Bebriitung eine schwache Rotfairbung an. Die 
Gallengiinge besitzen in ihrer Wand oft eine auffallig hohe Aktivitat 
von Bernsteinsiure-Dehydrogenase (nach I1stdg. Bebriitung Index 
2—4!). Beim Kaninchen fiel uns eine stiirkere Reaktion der Gallengange 
nicht auf. Im iibrigen bieten Kaninchen- und Meerschweinchenleber das 
gleiche Bild. Diese Resultate entsprechen denen von Padykula sowie 
Rutenburg, Wolman und Seligman", abgesehen von der Tatsache, 
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daB die betriachtliche Aktivitét der Gallenginge von diesen Autoren 
nicht mitgeteilt wurde. 

d) Gallenblase (Bebriitungsdauer: 4 Stdn.): In der Gallenblase 
enthalt nur die Schleimhaut Bernsteinsiure-Dehydrogenase. Die glatte 
Muskulatur ist sehr fermentarm (Index 1). Die Serosa erscheint voll- 
kommen hell, ebenso die Submucosa, in die jedoch einzelne rotgefarbte 
K6rperchen von ZellgréBe eingelagert sind, deren Identitat wir nicht 
kliren konnten. Die starkste Formazanablagerung hat sich in dem an 
das Lumen der Gallenblase grenzenden Epithel gebildet (Index 4), 
wogegen tiefer gelegene Driisenschliuche schwiacher reagieren. 


5. Respirationstrakt 


a) Nasenschleimhaut (Bebriitungsdauer: 2 Stdn.): Im Flimmer- 
epithel der Nase findet sich eine deutliche Fermentaktivitat (Index 3). 
Das subcutane Bindegewebe ist fermentfrei, die Wande der BlutgefiBe 
reagieren sehr schwach (Index 1). Dagegen sind bei Driisen die End- 
stiicke mittelstark gerdtet. Der Ausfiihrungsgang besitzt eine sehr hohe 
Fermentaktivitat (Index 5—6), die sich jedoch kurz vor seiner Offnung 
in das Nasenlumen abschwacht (Index 2—3). Im Knorpel der Nasen- 
muscheln ist der Reaktionsausfall fast véllig negativ. 

b) Trachea (Bebriitungsdauer: 4 Stdn.): Wie die Nasenschleim- 
haut reagiert auch die Schleimhaut der Trachea mittelstark (Index 3). 
Der duBerste Saum der Flimmerzellen ist etwas starker gerdtet (In- 
dex 4), die Submucosa dagegen setzt sich wieder farblos vom Epithel 
ab. Darin eingebettete Driisen reagieren in iiblicher Weise (Index 2—8). 
Besonders gefarbte Ausfiihrungsgiinge beobachteten wir nicht. Das Peri- 
chondrium der Trachealspangen ist negativ, der Knorpel selbst zeigt 
beim Hund und Kaninchen eine aéuBerst schwache Reaktion (Index 1), 
eine etwas stirkere beim Meerschweinchen (Index 3). Faserziige glatter 
Muskulatur besitzen eine mittelstarke Fermentaktivitat (Index 3). Beim 
Kaninchen reagieren alle Schichten etwas schwicher. 

c) Lunge (Bebriitungsdauer: 6 Stdn.): Nur die Bronchen und 
die GefaBwainde der Lunge enthalten Bernsteinsiure-Dehydrogenase 
(vgl. Abb. 15). Die Alveolen sind beim Hund ginzlich frei von nachweis- 
barem Enzym. In den Bronchen reagiert am stiirksten das Epithel 
(Index 3), besonders in seiner apikalen Reihe (Index 4). Eine Reaktion 
der Becherzellen ist nicht zu beobachten. In den Bronchuli respiratorii 
ist der Ubergang von den fermentfreien Alveolarwinden zum geréteten 
Bronchialepithel gut zu erkennen. Submucéses Gewebe ist reaktionslos, 
Fasern glatter Muskulatur reagieren miBig (Index 2), Driisenlippchen 
mittelstark (Index 3). Ihre Ausfiihrungsgiinge dagegen enthalten hier 
starke Formazanniederschlige (Index 5). Knorpelspangen und -platten 
sind gerade noch wahrnehmbar gerétet, am stiirksten die Knorpelzellen 
selbst. Die Alveolen reagieren beim Kaninchen sehr schwach (Index 
O—1), beim Meerschweinchen etwas stirker (Index 1), die Bronchen 
dagegen schwicher als beim Hund (Index 2). Zwischen den Alveolen 
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liegen beim Meerschweinchen groBe rundliche Zellen mit deutlich star- 
kerer Reaktion. 


6. Harnbereitende Organe 


a) Niere (Bebriitungsdauer: 1 Stde.): Die Niere ist von den Or- 
ganen des Urogenitalsystems das fermentreichste. Bei Lupenvergr6- 
Berung erscheinen Mark und Rinde etwa gleichmaBig intensiv gerotet, 
nur an der Papillenspitze findet man, sehr scharf von den tibrigen 
Anteilen des Marks abgegrenzt, eine fast véllig termentfreie Zone. 

Bei stirkerer VergréBerung erkennt man, daB die Glomerula 
zwar nur geringe Bernsteinséure-Dehydrogenase-Aktivitat besitzen, doch 
k6nnen wir der Mitteilung anderer Untersucher* ® 121514, daB sie keine 
histochemisch nachweisbare Bernsteinsiure-Dehydrogenase besaBen, 
nicht zustimmen. Schon beim Hund und beim Kaninchen, in weit aus- 
geprigterem Mae jedoch beim Meerschweinchen, bei der Maus und 
beim Frosch sind eine schwach diffuse Rétung (Index 1—2) oder kleine 
Granula deutlich nachweisbar. Bestehen bleibt jedoch, daB das Glo- 
merulum den fermentirmsten Teil des Nephron darstellt. Die Wéande 
des Vas afferens und efferens sind fermentfrei, doch findet man im 
Winkel zwischen beiden einen Bereich diffuser, etwas stirkerer Rotung 
(Index 2—3), welcher seiner Lage nach dem von Goormaghtigh be- 
schriebenen juxtaglomerularen Apparat entspriche*!, Beim Hund 
liegt an dieser Stelle des Glomerulum mit RegelmaBigkeit ein mit blauen 
Granulis gefiillter Kanalchenabschnitt, der wohl dem Mittelstiick mit 
seiner Macula densa entspricht. Die Verteilung der Bernsteinsaure- 
Dehydrogenase in den folgenden Abschnitten des Nephrons ist auBer- 
ordentlich schwer zu beurteilen. Da bekanntlich der Lipoidreichtum 
bei jedem Tier und auBerdem auch noch von Tierart zu Tierart in den 
einzelnen Abschnitten des Nephron wechselt®, ist die Erscheinungsform 
des gebildeten Formazans in den einzelnen Kanialchenabschnitten unter- 
schiedlich und somit schwer auszuwerten, weil man in den lipoid- 
reicheren Abschnitten leuchtend rote, diffuse Anfirbungen findet, wih- 
rend in den fettreichen Anteilen tiefblaue Granula liegen. So st6Bt 
eine Beurteilung der Fermentaktivitiét mit den dem Morphologen zur 
Verfiigung stehenden Mitteln hier auf grundsiitzliche Schwierigkeiten. 
Dementsprechend weichen auch die Angaben verschiedener Autoren 
weitgehend voneinander ab. Nach unserer Ansicht sind die Henleschen 
Schleifen jedenfalls reich an Bersteinsiure-Dehydrogenase. Die Pa- 
pille ist bis zu ihrer Umbiegungsstelle ziemlich stark gerétet und wird 
erst an ihrer Spitze fermentfrei. Die diinnen Henleschen Schleifen 
finden wir kristallreich, blau gefairbt, die offenbar fettreicheren dicken 
Henleschen Schleifen dagegen schwach rot. Die Tubuli contorti I 
(Hauptstiicke) enthalten Formazankristalle, auch die Mittelstiicke sind 
sehr reichlich mit Kristallen gefiillt und tiefblau gefirbt. Bemerkenswert 


31 K. Neumann, Z. Zellforsch. 34, 520—546 [1949]. 
32 R. Bachmann, Z. mikroskop. anat. Forsch. 51, 25—39 [1942]. 
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ist, daB v. Hayek den Hauptstiicken keine Fermentaktivitat zubilligt. 
Innerhalb der Kanalchenwande sind die Zellkerne hell ausgespart. Es 
fallt auf, daB Formazankristalle oft unmittelbar um den Kern herum 
dichter angeordnet sind. Die Wiainde der Sammelrohre sind praktisch 
frei von histochemisch nachweisbarer Bernsteinséure-Dehydrogenase. 
Auch das die Papillenspitze bedeckende und das Nierenbecken ausklei- 
dende kubische Epithel ist nur sehr schwach gerétet (Index 1). Die 
Nierenkapsel ist fermentfrei. 

b) Ureter (Bebriitungsdauer: 6 Stdn.): Der Ureter ist ein ferment- 
armer Abschnitt der Harnorgane. Man findet in ihm nur eine schwache 
Rétung im Ubergangsepithel (Index 1) und in der Muskulatur (Index 1). 

c) Harnblase (Bebriitungsdauer: 4 Stdn.): Nur die glatte Musku- 
latur (Index 3) und das Epithel (Index 2) enthalten Bernsteinsiure- 
Dehydrogenase in merklicher Menge. Das Peritonaeum, Bindegewebe 
zwischen den Muskelfasern und die Submucosa sind frei von nachweis- 
barem Enzym. 


7. Minnliche Sexualorgane 


a) Hoden (Bebriitungsdauer: 6 Stdn.): Im Hoden des Kaninchens 
ist auch nach laingerer Bebriitung nur eine méBige Rotung im Innern der 
Kanialchen zu beobachten. Die Spermatogonien reagieren mittelstark 
(Index 2—3), die iibrigen spermatogenetischen Zellen etwas schwiacher 
(Index 2), Spermatiden und Spermien sind fast ungefarbt. Die Zellkerne 
erscheinen hell ausgespart. Leydigsche Zwischenzellen reagieren 
nur schwach (Index 2). Die Basalmembran der Kanialchen und die 
Tunica albuginea sind frei von nachweisbarem Enzym. 

Beim Hund konnten wir im Hoden eines alten Tieres, bei dem 
starke Bindegewebsvermehrung mit Atrophie der spermatogenetischen 
Zellen verbunden war, eine deutlich starkere Reaktion der Leydigschen 
Zwischenzellen beobachten (Index 2—3). Die hyalinisierte Basalmem- 
bran der Kanalchen war fermentfrei. Die spirlich vorhandenen Sperma- 
togonien farbten sich verhaltnismaiBig stark (Index 3). 

b) Nebenhoden (Bebriitungsdauer: 6 Stdn.): In der ferment- 
freien Bindegewebshiille zeigt das Epiorchium eine schwache Reaktion. 
Die Ductuli efferentes besitzen in ihrem Epithel eine betrachtliche 
Bernsteinséure-Dehydrogenase-Aktivitét (Index 4—5), ohne daB eine 
besondere Anfarbung der Stereozilien zu bemerken ist. Das inter- 
stitielle Gewebe erscheint hell, abgesehen von einer schmalen, sehr 
schwach geréteten Zone unmittelbar um die Kanialchen. 

Im Nebenhodenschwanz reagiert das Epithel des Ductus epidi- 
dymidis maBig stark (Index 2—3), die Zellkerne bleiben hell ausgespart. 
Im Lumen der Nebenhodenkanilchen befindliches Sperma zeigt eine 
sehr schwache Rotung (Index 1). Beim Kaninchen ist bei sonst gleicher 
Verteilung eine etwa schwichere Reaktion vorhanden. 

c) Ductus deferens (Bebriitungsdauer: 6 Stdn.): In der glatten 
Muskulatur beobachtet man einen mittelstarken Fermentgehalt (In- 
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dex 3), waihrend die Lamina propria negativ ist. Das zweireihige Epithel 
ist am starksten gerétet (Index 4). Beim Kaninchen bietet sich trotz 
des zottenartigen Aufbaus der Schleimhaut im Grunde das gleiche Bild. 


d) Samenblase (Bebriitungsdauer: 4 Stdn.): In der Samenblase 
der Maus ist im Epithel eine ziemlich starke Reaktion zu beobachten 
(Index 3—4). Die Bindegewebsziige sind fermentfrei, der Driiseninhalt 
zeigt eine gleichmaBig schwache Reaktion (Index 2). 


e) Prostata (Bebriitungsdauer: 4 Stdn.): Im fermentfreien inter- 
stitiellen Bindegewebe sind die glatten Muskelfasern trotz geringer 
Fermentaktivitaét deutlich zu erkennen (Index 1—2). Das faltenreiche 
prismatische Epithel der Einzeldriisen ist etwas stirker gerétet (In- 
dex 2). Die Media der am Rande eingestreuten BlutgefaBe zeigt eine 
schwache Fermentaktivitit. Einige zufillig am Priaparat verbliebene 
Faserziige quergestreifter Muskulatur enthalten dichte blaue Farb- 
kristalle (Index 6). Die von Rutenburg, Wolman und Seligman!* 
beobachtete unterschiedliche Farbung einzelner Driisenlippchen kénnen 
wir in unseren Praparaten nicht bemerken. 


f) Penis (Bebriitungsdauer: 6 Stdn.): In erster Linie reagieren im 
Penis das Oberflachenepithel (Index 4) und das Epithel in der Urethra 
(Index 4) “(vgl. 8. 40). Das subkutane Gewebe, die Fascia penis und 
auch das Corpus cavernosum penis sind, von sehr schwach ferment- 
haltigen BlutgefiBen abgesehen, frei von Bernsteinséure-Dehydrogenase. 
Im Corpus cavernosum urethrae ist dagegen in den Wanden der caver- 
nésen Réume eine zwar sehr schwache, aber noch deutlich wahrnehmbare 
Reaktion vorhanden. 


8. Weibliche Sexualorgane 


a) Ovar (Bebriitungsdauer: 6 Stdn.): Das Ovar ist arm an Bern- 
steinséure-Dehydrogenase. Die Kapsel und die Zona vasculosa bleiben, 
von schwach aktiven GefaBwinden abgesehen (Index 1), farblos. Die 
Rinde des Ovars ist schwach gefirbt (Index 2). Primar- und Sekundir- 
follikel treten kaum besonders in Erscheinung. Bei Graafschen Fol- 
likeln ist die Theca fermentfrei, die Membrana granulosa reagiert 
stirker (Index 2—3). In Gelbkérpern reagieren die Granulosa- 
Luteinzellen mittelstark (Index 2—3). Man gewinnt den Eindruck, 
als waren die Theca-Luteinzellen armer an Bernsteinsiure-Dehydro- 
genase. Um den Gelbkérper herum liegen oft Kolonien stark ange- 
firbter Gebilde. Wir halten es fiir méglich, daB es sich hierbei um den 
stark fermenthaltigen Inhalt von LymphgefaSen handelt. Ovarien von 
Meerschweinchen und Kaninchen besitzen bei sonst gleicher Ferment- 
lokalisation eine etwas stirkere Aktivitit. 


b) Tube (Bebriitungsdauer: 4 Stdn.): Das Tubenepithel (Index 2) 
zeigt ebenso wie die glatte Muskulatur beim Hund eine schwache Reak- 
tion (Index I). In menschlichem Operationsmaterial konnten wir keinen 
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nennenswerten Bernsteinsiure-Dehydrogenase-Gehalt der Tube fest- 
stellen. 

c) Uterus (Bebriitungsdauer: 4 Stdn.): Auch der Uterus gehért zu 
den fermentarmen Organen. Die glatte Muskulatur ist nur schwach ge- 
rétet (Index 1). Das Epithel der Driisenschlauche zeigt teilweise eine 
etwas hohere Fermentaktivitat (bis Index 3), ist aber oft auch fast vollig 
fermentfrei. Das Stroma zwischen den Driisen bleibt reaktionslos. In 
Praparaten der Uterusschleimhaut des Meerschweinchens sahen wir bei 
sonst entsprechender Verteilung des Enzyms in einzelnen Driisen- 
schliuchen eine bedeutend stiirkere Reaktion. Menschliches Operations- 
material (friihe Proliferationsphase) zeigt das gleiche Bild. 

d) Placenta (Bebriitungsdauer: 4 Stdn.): In der Placenta der 
Maus konnten wir eine mittelstarke Reaktion (Index 3) sowohl im 
miitterlichen wie im fetalen Anteil beobachten. Eine genauere Lokalli- 
sation gelang uns nicht. 

e) Vagina (Bebriitungsdauer: 4 Stdn.): Auch in der Vagina ist 
die glatte Muskulatur nur wenig aktiv (Index 1), weit mehr dagegen 
das Epithel. Zwar erscheint die oberste verhornte Schicht fermentfrei, 
die Zone der beginnenden Verhornung jedoch hebt sich durch eine ziem- 
lich starke Reaktion (Index 3) von ihr und der fermentirmeren basalen 
Schicht (Index 2) ab. 


9. Nervensystem 


a) Periphere Nerven (siehe S. 42) 

b) Zentralnervensystem und Sinnesorgane 

Auch das Zentralnervensystem enthilt Bernsteinsiure-Dehydro- 
genase, und zwar vorzugsweise in der grauen Substanz. Bei der Beur- 
teilung von Gehirnpriparaten ist zu beachten, daB beim Altern der 
eingedeckten Schnitte die anfangs oft sehr scharfe Fermentlokalisation 
durch Diffusion innerhalb der lipoidreichen Nervensubstanz recht 
schnell verwischt wird. 

Die Hirnhiaute sind frei von nachweisbarem Enzym. Nur die Ge- 
fiBwinde der Pia mater und einzelne etwa zellgroBe Bereiche in ihr 
reagieren schwach. 

Riickenmark (Bebriitungsdauer: 4 Stdn.): In frischen Praparaten 
setzt sich die leuchtend rot gefairbte graue Substanz von der praktisch 
ungefairbten Substantia alba deutlich ab. Innerhalb der grauen Sub- 
stanz bleiben einzelne Bezirke blasser. Die Vorderhornzellen sind weniger 
intensiv gefirbt, enthalten aber eine gréBere Anzahl feiner Granula. 
Der Zellkern ist ausgespart. Die Commissura grisea erscheint heller 
(Index 1—2), auch die Ependymzellen zeigen eine nur schwache Reak- 
tion (Index 2). In der Zona terminalis und Zona spongiosa liegt keine 
Fermentaktivitit vor, dagegen finden sich in der Zona gelatinosa Spuren 
davon. 
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Kleinhirn (Bebriitungsdauer: 4 Stdn.): Beim Kleinhirn ist' das Mark 
frei von histochemisch nachweisbarer Bersteinsiuredehydrogenase. Die 
gesamte Fermentaktivitit liegt in der Rinde. Die Kérnerschicht ist 
leuchtend rot, enthalt jedoch nur wenige Kristalle ausgefallenen Farb- 
stoffs. In der Molekularschicht und der Zoneder Purkinje-Zellen ist 
zwar die Grundténung des Zytoplasmas blasser, die Zahl der Kristalle 
jedoch wesentlich gréBer. So sind die Aktivititsverhaltnisse an linger 
bebriiteten Praparaten schwer abzuschitzen. Nach sehr kurzer Bebrii- 
tung kann man jedoch erkennen, daB die héhere Aktivitét offenbar in 
der K6rnerschicht gelegen ist. Die Zell-Leiber der Purkinjezellen sind 
etwas stirker gefirbt als ihre Umgebung, weisen jedoch langst nicht die 
hohe Fermentaktivitaét auf, die wir an Ganglienzellen der GroBhirnrinde 
beobachten konnten. 


GroBhirn (Bebriitungsdauer: 1 Stde.): Auch beim GroBhirn reagiert 
am starksten die graue Substanz. Dabei ist interessant zu beobachten, 
daB die aéuBerste Schicht der Lamina molecularis etwas stirker gerétet 
ist und manchmal einzelne Farbkérnchen enthalt (Index 3). Die Lamina 
granulosa externa enthailt keine Formazankristalle (Index 2—3). Die 
sich nach innen anschlieBenden Pyramidenzellschichten (vgl. Abb. 2 u.3) 
sind wieder etwas stirker gefirbt (Index 3). Sie enthalten eine groBe 
Zahl von Formazangranula. Diese liegen vorwiegend innerhalb der Zell- 
kérper, welche demnach eine betrichtliche Aktivitit aufweisen (In- 
dex 5). Dabei ist der Zellkern hell ausgespart, doch gewinnt man hier 
den Eindruck, als sei der Nucleolus in Form eines schwarz kristallinen 
Niederschlags erkennbar. Von der Lamina multiformis an wird die 
Reaktion markwarts immer schwicher. AuBerdem scheint es, als ob 
eine Reihe von Ganglienzellen keine Granula enthalten und sich somit 
in einem Zustande geringerer Fermentaktivtit befinden. 

Gliazellen heben sich nicht durch eine besondere Ferment- 
aktivitat ab. 

Im Zwischenhirn reagieren das Corpus mamillare und auch der 
Hypophysenstiel am stiarksten. 


c) Auge (Bebriitungsdauer: 4 Stdn.): Die Bernsteinsiure-Dehydro- 
genase-Aktivitét des Auges findet sich im Bereich des M. ciliaris 
(Index 3), der Netzhaut und des Fasciculus opticus (Index 3). Die Iris 
(Index 1) und das Cornealepithel (Index 1) reagieren sehr schwach. 
Choreoidea, Sclera und Cornea sind fermentfrei. In der Retina beob- 
achtet man eine Schichtung, bei der die zuinnerst liegende Zone der 
Stibchen und Zapfen eine ziemlich starke Aktivitaét besitzt (Index 3), 
die sich daran anschlieBende auBere und innere Kérnerschicht ferment- 
frei sind und die diuBere plexiforme Schicht schwach gerétet (Index 2) 
erscheint. , 


d) Geruchsorgan (siehe S. 51) 
e) Geschmacksknospen (siehe S. 47) 
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10. Haut und Anhangsorgane 

Epidermis (siehe S. 40). Bei Haaren sind die auBere Wurzel- 
scheide und die bindegewebige Haarpapille in den tieferen Schichten 
der Subcutis aktiv (Index 2). Die dort einmiindenden Talgdriisen 
reagieren nur an der Basis der Driisenlippchen gering (siehe S. 40). 
Gegen die Miindung der Driise zum Haarbalg zu hort die Rotung auf. 

Die Milchdriise zeigt ein von den iibrigen Driisen abweichendes 
Bild, da hier die im Lumen der Endstiicke und kleinen Ausfiihrungsginge 
gelegenen Sekrettropfen auBerordentlich intensiv leuchtend rot gefarbt 
sind. Die sekretorischen Zellen sind nur schwach gerotet, die Ausfiih- 
rungsginge zeigen keine besondere Reaktion. 


Ill. Besprechung der Ergebnisse 

Bei der Verwendung von Reduktionsindikatoren in der Histochemie 
sind in der letzten Zeit eine Reihe methodischer Fortschritte erzielt 
worden, die bessere Voraussetzungen fiir verlaBliche Ergebnisse und 
genauere mikroskopische Lokalisation Wasserstoff tibertragender Fer- 
mente schufen, als bisher bestanden. So brauchen wir uns heute nicht 
mehr mit den schwer reproduzierbaren Ergebnissen zufrieden zu geben, 
wie sie besonders nach intravitaler TTC-Applikation an verschiedenen 
Organen beschrieben wurden. Hier sei nur an die Schwierigkeiten er- 
innert, die sich Spatz*®* und dessen Schiilern Becker und Quad- 
beck® bei dem Versuch entgegenstellten, an lebenden Tieren eine gleich- 
maBige Anfirbung des Zentralnervensystems mit Formazan zu erzielen. 
Die Bebriitung von Gewebsschnitten unter Zusatz von Substrat zur 
Bebriitungslésung ist diesen Methoden sicher vorzuziehen. 

Auch die Beurteilung der histochemischen Dehydrogenase-Reak- 
tionen in bésartigen Geschwiilsten wird dadurch eine Anderung er- 
fahren. Solange man das TTC noch ohne Substratzusatz verwendete, 
machte die Méglichkeit einer spezifischen Anfarbung maligner Ge- 
schwiilste durch diese Substanz von sich reden® ® 1 34,35, Heute laBt 
sich hierin eine zunehmend zuriickhaltendere Betrachtungsweise be- 
merken ® 11, 36-38, Wir halten es nach unseren Praparaten fiir sehr wahr- 
scheinlich, daB die nach Bebriitung ohne Substratzusatz anderen Ge- 
websarten gegeniiber stirkere Anfairbung von Geschwiilsten nicht so 
sehr auf ihre hdhere Dehydrogenase-Aktivitat hinweist, als vielmehr nur 
auf gréBeren Reichtum an endogenen Wasserstoff-Donatoren ?*. 

Wesentlich bessere Resultate erhielten wir auch durch die Abkehr 
von dem klassischen 2.3.5-Tetrazoliumchlorid als Reduktionsindikator. 


33 H. Spatz, 1948: zit. bei Becker u. Quadbeck’. 
34 M.M. Black, Anat. Rec. 105, 534—535 [1949] (Ref.). 
35 M.M. Black, I. 8. Kleiner u. F.D. Speer, Cancer Res. 10, 204—205 
[1950]. ; 
36 W. Doerr u. E. v. Liittichau, Klin. Wschr. 27, 754 [1949]. 
37 W. Doerr, Frankf. Z. f. Pathologie. 61, 557—573 '1950 . 
38 A.Rutenburg, Gofsteinu. A. Seligman, Cancer Res. 10, 113—21 [1950]. 
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Von den untersuchten Derivaten dieser Verbindung gab das von den 
Farbwerken Bayer unter der Bezeichnung ,,Tetrazolpurpur“ her- 
gestellte 4.4-Bis-[3.5-di-phenyl-2-tetrazolium]-biphenylenchlorid mini- 
maler KristallgréBe, schlechter Loéslichkeit in Fetten und Farbinten- 
sitat der reduzierten Stufe die besten Resultate. So konnten wir an 
vielen Stellen auch dort noch deutliche Reaktionen erzielen, wo von an- 
deren Autoren trotz sonst ahnlicher histochemischer Methodik keine 
Bernsteinséure-Dehydrogenase nachgewiesen werden konnte. 


Doch sind der Leistungsfihigkeit der Reaktion auch jetzt noch 
Grenzen gesetzt. So ist ihr histochemisches Auflésungsvermégen®, ihre 
EKignung, nebeneinanderliegende fermenthaltige Strukturen auch in 
kleinen Dimensionen als solche gesondert zur Darstellung zu bringen, 
verglichen mit anderen histochemischen Fermentreaktionen ziemlich 
klein. Damit versagt uns diese Reaktion bis jetzt auch eine Auskunft 
iiber die Verteilung der Bernsteinsiiure-Dehydrogenase im Innern der 
Zelle (vgl. S. 39). Dies ist um so mehr zu bedauern, als mit Hilfe anderer 
Methoden dariiber bereits genauere Vorstellungen gewonnen wurden, 
deren morphologische Bestatigung wiinschenswert wire. So ist die Zen- 
trifugierung von Zellen und die getrennte Fermentbestimmung in den 
einzelnen Fraktionen von zahlreichen Untersuchern durchgefiihrt wor- 
den (vgl. dazu 1, c. 12:4°-42 u.a.). Wenn dabei die Aktivitét der Bern- 
steinsiure-Dehydrogenase im Gesamthomogenat von Leberzellen bei- 
spielsweise gleich 100% gesetzt wurde, dann fanden sich in dem nach 
Zentrifugierung tiberstehenden Rest etwa 11%, in der Fraktion der 
Zellkerne etwa 7%, in der Fraktion der Mitochondrien dagegen an 75% 
der Aktivitat. Das spricht fiir eine sehr enge Bindung dieses Enzyms an 
die Mitochondrien. Nun haben neuerdings Goddard und Seligman® 
mitgeteilt, daB sie durch eine besondere Methode supravitaler Reaktion 
in Quetschpraparaten die Anfairbung der Mitochondrien von Schild- 
driisenzellen mit Formazan unter dem Mikroskop auch direkt beob- 
achten konnten. Es ware gut, wenn sich auf solche Weise eine Uberein- 
stimmung der Ergebnisse dieser fiir die feinere Enzymlokalisation heute 
wichtigsten Methoden beweisen lieBe. 


89 Dieser Terminus wurde in Analogie zu dem Begriff des mikroskopischen 
Auflésungsvermégens gepragt. Hier wie dort kennzeichnet er die Grenzen des Ver- 
mogens, zwei (hier chemisch, dort optisch) inhomogene Strukturen als solche ge- 
trennt wahrnehmbar zu machen. In beiden Fallen ist es fehlerhaft, das Auficsungs- 
vermégen zu iiberfordern. Das jeweils niedrigste Auflésungsvermégen — und das 
mu8 durchaus nicht immer das des Mikroskopes sein — bestimmt die Grenzen, bis 
zu welchen eine histologische oder histochemische Strukturanalyse im Einzelfall 
sinnvoll betrieben werden kann. 

40 W.C. Schneider u. G. H. Hogeboom, J. nat. Cancer Inst. 10, 969—975 
[1950]. 

41 N. Andresen, F. Engel u. H. Holter, C. R. Tray. Lab. Carlsberg, Sér. 
chim. 27, 408—420 [1951]. 

42 A. Shepherd, u. G. Kalnitzky, J. biol. Chemistry 192, 1—7 [1951]. 
43 J. W. Goddard u. A. Seligman, Anat. Rec. 112, 543—559 [1952]. 
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Aber nicht nur in cytologischen Dimensionen, auch im histolo- 
gischen Bereich wirkt sich das mangelhafte Auflosungsvermégen der 
Bernsteinsdéure-Dehydrogenase-Reaktion oft stérend aus; besonders 
dann, wenn das betreffende Organ sowieso nur eine schwache Enzym- 
aktivitaét besitzt. So sollte es nicht als Nachliassigkeit der Untersucher 
ausgelegt werden, wenn viele Fragen noch unbeantwortet bleiben, wenn 
— um ein Beispiel zu nennen — zwar beschrieben wird, daB im Vorder- 
lappen der Hypophyse einzelne Zelltypen starker reagieren, eine Angabe, 
um welchen Zelltyp es sich hierbei handelt, jedoch fehlt. In diesen 
Rahmen gehért auch eine Bemerkung iiber die Beschreibung einzeln 
gelegener etwa zellgroBer Korper mit auffaillig starker Fermentreaktion 
in den lymphatischen Organen, der Submucosa des Darmes, der Gallen- 
blase, zwischen Lungenalveolen, im Ovar und in den Meningen. Bei den 
bisher benutzten Methoden einer Gegenfarbung dieser Praparate gelang 
es uns nicht, diese Elemente exakt zu identifizieren. Wir sind noch 
nicht in der Lage, diese auffallige Fermentreaktion einem bestimmten 
Zelltyp zuzuordnen. Bei unseren Untersuchungen zeigte sich, daB die 
Bernsteinsiure-Dehydrogenase zwar in den meisten Geweben und Or- 
ganen histochemisch nachzuweisen ist, daB im einzelnen von Organ zu 
Organ jedoch betrachtliche Unterschiede zu beobachten sind. Nicht 
selten ist fast die gesamte enzymatische Potenz eines Organes an einen 
bestimmten Zelltyp gebunden. Ein typisches Beispiel dafiir bieten die 
Belegzellen in den Driisenschléuchen des Magenfundus, in denen wir eine 
auBerordentlich hohe Aktivitaét der Bernsteinsiiure-Dehydrogenase beob- 
achten konnten (vgl. Abb. 48). 

Die folgende Aufstellung demonstriert, nach der Farbintensitit 
geordnet, die Zellen und Zellverbiinde, denen wir die héchste Bernstein- 
siure-Dehydrogenase-Aktivitat zusprechen : 


Herzmuskulatur, Oberflachenepithel und Driisen 
quergestreifte Muskulatur, verschiedener Abschnitte des Darmes, 
Belegzellen, , einzelne Abschnitte des Nephron, 


Streifenstiicke serdser Driisen, | Pyramidenzellen, 
Peripherie der Leberlappchen. 


Wir diirfen annehmen, da in solchen an Bernsteinséure-Dehydro- 
genase besonders reichen Zellen dem Grundstoffwechsel (basic metabo- 
lism) ein zusitzlicher, an eine spezifische Aufgabe gekniipfter Spezial- 
stoffwechsel iiberlagert ist. Nach unseren heutigen Kenntnissen werden 
Zellen nur zu den biologischen Leistungen faihig sein, welche die ihnen 
eigenen Enzymsysteme vollbringen kénnen. Auf diese Weise wird es 
méglich, aus der Art der an diesem Spezialstoffwechsel beteiligten 
Fermente auf die Aufgaben solcher Zellen bzw. der innerhalb dieser 
Zellen fermentreichen Strukturen zu schlieBen. 

Das ist von uns!” am Beispiel der Bernsteinséiure-Dehydrogenase - 
Reaktion in den Belegzellen des Magens ausfihrlicher diskutiert worden. 
Da von chemischer Seite fiir die Salzsiurebildung in der Magenschleim- 
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haut Prozesse der Wasserstoffiibertragung gefordert werden, deren Ab- 
lauf an die Anwesenheit dehydrierender Enzyme gebunden ist, kann man 
annehmen, da8 Aktivitét von Dehydrogenase und Schritte der Salz- 
siureproduktion aneinander gebunden sind. Demnach 1aé8t der Dehydro- 
genase-Reichtum der Belegzellen diese fiir die Salzsiurebildung ver- 
antwortlich erscheinen. Fiir diese Ansicht la8t sich auch geltend machen, 
daB sich durch Stimulierung der Magensaftsekretion die Bernstein- 
siure-Dehydrogenase-Aktivitit in den Belegzellen betrachtlich erhéhen 
1aBt. Auf diese Weise kann die alte Hypothese von Heidenhain® be- 
stitigt werden, der seinerzeit aus der schnelleren Selbstverdauung der 
Hauptzellen auf ihre Mitwirkung an der Pepsinbildung geschlossen und 
dementsprechend den Belegzellen die Salzsiureproduktion zugeschrieben 
hatte. Neuere Untersuchungen von Linderstrgm-Lang, Holter 
und Sgeburg-Ohlsen® hatten zu den gleichen Ergebnissen gefiihrt. 


Auch in endokrinen Organen scheint die Aktivitit der Bernstein- 
siure-Dehydrogenase vom jeweiligen Funktionszustand abzuhangen. 
Dies konnten Zweifach, Black und Shorr 19518 mit Hilfe eines noch 
unspezifischen Dehydrogenase-Nachweises fiir die Nebenniere zeigen. 
Nach Stress-Versuchen, nach Hemmung der Nebenniere durch Des- 
oxycorticesteronacetat und nach Gaben von ACTH waren Unterschiede 
in der Reaktion zu beobachten. Eine Hypofunktion der Nebenniere geht 
demnach einer Abnahme der Fermentaktivitit parallel. Hier lassen sich 
auch unsere Beobachtungen von Aktivitiitsiinderungen im Hoden eines 
sehr alten Hundes erwihnen (vgl. S. 53). Nicht weniger interessant 
ist die auffalliz hohe Aktivitét der Bernsteinsiure-Dehydrogenase in 
resorptiv oder sekretorisch titigem Epithel. Hier soll besonders auf die 
auBerordentlich starke Reaktion in den Streifenstiicken vieler seréser 
Driisen hingewiesen werden. Es gelang uns, nach Unterbindung des 
Ausfiihrungsganges eine betrichtliche Herabminderung der Aktivitat zu 
beobachten. Das weist darauf hin, daB den Streifenstiicken mehr als nur 
die Aufgabe eines Leitungsrohres zukommt. 


Ebenso bemerkenswert sind die Reaktionsunterschiede im Darm 
von Fleischfressern und Pflanzenfressern. Gewebe mit bekanntermaBen 
niedrigem Stoffwechsel, besonders Bindegewebe, aber z. B. auch das 
Cornealepithel, fanden wir ausgesprochen arm an Bernsteinsdure- 
Dehydrogenase. 


So kann die Erweiterung des Riistzeuges des Morphologen wie des 
Chemikers durch histochemische Verfahren zahlreiche Ansatzpunkte 
dafiir geben, weiteren AufschluB iiber die Aufgaben bestimmter Zellen 
oder Gewebe zu erhalten. 


44 R. Heidenhain, Arch. mikroskop. Anatomie 6, 368—406 [1870]. 

45 K. Linderstrom-Lang, in E. Bamann u. K. Myrback, Die Methoden 
der Fermentforschung. Thieme, Leipzig 1941, Bd. 1—4; K. Linderstrom-Lang, 
H. Holter u. A. Soeborg-Ohlsen, diese Z. 227, 1—50 [1934]. 
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Zusammenfassung 


Ks wird eine histochemische Methode beschrieben, die in unfixierten 
Gewebsschnitten die mikroskopische Lokalisation der Bernsteinsiure- 
Dehydrogenase erlaubt. Dabei gelang es, das bisher fiir derartige Unter- 
suchungen gebrauchliche 2.3.5-Triphenyl-tetrazoliumchlorid durch eine 
besser geeignete Verbindung, das sog. Tetrazolpurpur, zu ersetzen. 

Mit dieser Reaktion wurden an verschiedenen Siaugetieren, be- 
sonders aber beim Hund, die Organe und Gewebe des Korpers syste- 
matisch untersucht und die mikroskopische Verteilung der Bernstein- 
siure-Dehydrogenase beschrieben. Es ergaben sich daraus eine Reihe 
von Ansatzpunkten fiir ein besseres Verstiindnis der biologischen 
Leistungen einzelner Zellen oder Gewebe. 


Untersuchungen iiber den Carotinoid-Stoffwechsel, XIV 
Biologische Wirksamkeit von Echinenon 


Von 
J. Ganguly, N. I. Krinsky!, J. H. Pinckard und H. J. Deuel, jr. 


Aus dem Department of Biochemistry and Nutrition, und den Laboratories of the Allan Hancock 
Foundation, University of Southern California, Los Angeles, California* und den Gates and Crellin 
Laboratories of Chemistry, California Institute of Technology, Pasadena, California* 


(Der Schriftleitung zugegangenJam 27. Juni 1953) 


Herrn Professor K. Thomas zum 70. Geburtstag 


Die Zahl der natiirlich vorkommenden Substanzen, welche Vitamin- 
A-Wirksamkeit besitzen, ist eng begrenzt. $-Carotin ist unter den sog. 
Provitaminen A am weitesten verbreitet und besitzt zugleich die héchste 
biologische Wirksamkeit. Es diente als Standard fiir den Vergleich mit 
der biologischen Wirksamkeit anderer Provitamine A. 

Von den andern méglichen natiirlichen Vitamin-A-Quellen, die 
untersucht wurden, «-Carotin’, y-Carotin® und Kryptoxanthin®, wurde 
gezeigt, daB sie annihernd 50% der biologischen Wirksamkeit von /- 
Carotin besitzen. Da bekannt ist, da der f-Ionon-Ring unbedingt in- 
takt bleiben muB, wenn eine Verbindung Vitamin-A-Wirksamkeit be- 


1 Procter and Gamble Fellow. 

* Paper No. 344 of the Department of Biochemistry and Nutrition, School 
of Medicine, and the Allan Hancock Foundation, University of Southern California. 

3 Contribution No. 1801. 

4H. J. Deuel, jr, E. Sumner, C. Johnston, A. Polgar u. L.. Zech- 
meister, Arch. Biochemistry 6, 157 [1945]. 

5 L. Zechmeister, J. H. Pinckard, 8S. M. Greenberg, E. Straub, T. 
Fukui, H. J. Deuel, jr., Arch. Biochemistry 28, 242 [1949]. 

6° H. J. Deuel, jr., E. R. Meserve, C. H. Johnston, A. Polgaér u. L. 
Zechmeister, Arch. Biochemistry 7, 447 [1945]. 
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sitzen soll, wurde angenommen, da nur /-Carotin zwei solche intakten 
Ringe besitzt, waihrend die oben erwihnten Provitamine A nur einen 
intakten Ring haben. 

Meistens haben die natiirlichen Provitamine A eine allo-trans- 
Konfiguration. Jedoch kommt Pro-y-Carotin, eine poly-cis-Verbin- 
dung, in der Natur’ vor, und zeigt im Gegensatz zu den stereoisomeren 
Formen anderer Provitamine A eine ebenso groBe biologische Wirksam- 
keit wie das allo-trans-Isomere®’. Es wurden zwei synthetisch herge- 
stellte Homologe des allo-trans-Carotins gefunden, die ebenfalls eine 
deutliche, Vitamin A ahnliche Wirksamkeit aufwiesen®. 

Echinenon ist ein natiirlich vorkommendes Provitamin A, von dem 
keine quantitativen Daten vorhanden sind. Lederer und Moore’® 
waren die ersten, die zeigten, da eine aus den Gonaden von Seeigeln 
isolierte Substanz, Echinenon. Provitamin-A-Wirksamkeit hatte, be- 
wiesen durch ihre Fahigkeit, Vitamin-A-Mangel entgegenzuwirken, 
wenn man sie in kleinen Dosen an Vitamin-A-Mangelratten gibt. Spiater 
zeigten Greenberg und Scheer", da ein aus kalifornischen Seeigeln 
isoliertes Pigment, wahrscheinlich Echinenon, bei Ratten als Provitamin 
A wirkt. , 

Die vorliegende Arbeit wurde unternommen, um eine quantitative 
Auswertung der Protamin-A-Wirksamkeit von Echinenon zu erhalten. 
Die Verbindtng wurde aus kalifornischen Seeigeln (Strong ylocentrotus 
purpurata, Strongylocentrotus franciscanus) isoliert. Uber die Reinigung 
und Strukturaufklarung wird an anderer Stelle berichtet werden??. 


Versuche 


Fir die biologischen Teste mit mannlichen Ratten wurde das U.S.P. XIII- 
Verfahren angewandt wie bei friiheren Arbeiten in unseren Laboratorien. 

Gewogene Mengen Echinenon, dessen Herstellung an anderer Stelle” be- 
schrieben ist, und allo-trans-f-Carotin werden in peroxydfreiem Ather gelést, dem 
Baumwollsamenél mit 0,5°%, «- -Tocopherol hinzuge fiigt wurden. Der Ather wurde 
durch Absaugen entfernt und etwa in dem Ol zuriic ‘bleibender Ather wurde durch 
Durchblasen von Stickstoff durch die Liésung ausgetrieben. Diese Lésungen wurden 
nun entsprechend mit weiterem Baumwollsamenil verdiinnt auf 1,00, 1,98 und 
3,82 ug Echinenon/0,1 ml und 0,53 und 1,13 yg allo-trans-B-Carotin/0,1 ml Spektro- 
skopische Ablesungen wurden vor und nach dem Versuch mit einem Beckman- 
Spektrophotometer, Modell DU, bei dem betreffenden jmax vorgenommen; Kon- 
zentrationsinderungen wurden nicht beobachtet. 

Die im Versuch befindlichen Ratten erhielten tiglich 0,1 ml der Lésung an 
6 Tagen der Woche 4 Wochen lang; die negativen Kontrollratten erhielten eben- 
falls 0,1 ml Baumwollsamenél mit 0,5°% a- -Tocopherol. 


? L. Zechmeisteru. W. A. Schroeder, Science [New York] 26, 609 [1941]. 

8 H. J. Deuel, jr., C. Johnston, E. Sumner, A. Polgar, W. A. Schroe- 
der u. L. Zechmeister, Arch. Biochemistry 5, 365 [1944]. 

®H. J. Deuel, jr, H. H. Inhoffen, s. Ganguly, L. Wallcave u. L. 
Zechmeister, Arch. Biochemistry Biophysics 40, 352 [1952]. 

10 —. Lederer u. T. Moore, Nature [London] 137, 996 [1936]. 

11 §. M. Greenberg u. B. T. Scheer, Unverdffentlichte Ergebnisse (1947 
bis 1948). 

2 J. Ganguly, N. I. Krinsky u. J. H. Pinckard. im Druck. 
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Ergebnisse und Diskussion 

Biologische Wirksamkeit: Die Ergebnisse der biologischen 
Versuche zeigt Tab. 1. In Abb. 1 ist die Gewichtszunahme gegen den 
log. der Dosis der verfiitterten Lésung aufgetragen. Die Linie, die durch 
die mit den beiden niedrigeren Dosen von Echinenon erhaltenen Werte 
liuft, ist parallel der Standardkurve, woraus die Zuverlissigkeit der Er- 
gebnisse hervorgeht. Jedoch fallt der mit der héchsten Dosis von Echi- 
nenon erhaltene Punkt nicht auf die Kurve; aller Wahrscheinlichkeit 
nach verhalt sich der biologische Effekt gegeniiber dieser hohen Dosis 
nicht linear, da die Gewichtszunahme allzu hoch ist fiir einen Bereich, 
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in dem noch quantitative Beziehungen zwischen log Dosis und Ge- 
wichtszunahme besteht. Der Durchschnitt der mit den beiden niedrigeren 
Dosen erhaltenen Werte ist 54° und der aller drei Dosen betragt 50% 
des allo-trans-6-Carotins. 

Ablagerung des aus Echinenon gebildeten Vitamins A 
in der Leber: Lederer und Moore?’ erhielten eine positive Carr-Price- 
Reaktion im Leberextrakt der Ratte nach Verabreichung einer ziemlich 
groBen Dosis Echinenon. Bei der quantitativen Auswertung der Vitamin- 
A-Wirksamkeit hielten wir es zusitzlich fiir nétig zu versuchen, die tat- 
sichliche Bildung von Vitamin A aus Echinenon in der Ratte zu zeigen. 

Sechs junge minnliche Ratten, die solange auf einer Vitamin-A- 
freien Diait gehalten wurden, bis Wachstumsstillstand Vitamin-A-Mangel 
anzeigte, wurden in 3 Gruppen von je 2 Tieren geteilt; die erste Gruppe 
erhielt eine groBe Dosis Echinenon, gelést in Baumwollsamenél mit 
0,5°% «-Tocopherol, die zweite Gruppe eine biologisch aiquivalente Menge 
/-Carotin im gleichen Lésungsmittel, wihrend die dritte Gruppe lediglich 
das Lésungsmittel erhielt. Eine Gesamtmenge von 1,5 mg Echinenon 
oder 0,75 mg £-Carotin wurde jeder Ratte in den entsprechenden Grup- 
pen in 2 x 0,25-ml-Dosen tiglich waihrend einer Zeit von 3 Tagen gegeben. 
Dann wurden die Ratten 48 Stdn. nach ihrer letzten Fiitterung und an- 
schlieBendem 24-stdg. Fasten durch Ausbluten getétet. Die einzelnen 
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Lebern wurden sofort herausgeschnitten, abgewischt, gewogen und in 
alkoholischer KOH verseift. Das Unverseifbare wurde mit Ather extra- 
hiert und in Petrolither (Sdp. 60—70°) iiberfiihrt, anschlieBend mit 
Wasser gewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet. 

Die Petrolaitherl6sungen wurden dann an Aluminiumoxydsiulen 
chromatographiert, wobei eine typische Vitamin-A-Fluoreszenz im UV- 
Licht in den Fallen beobachtet wurde, in denen die Leberextrakte 
von mit #-Carotin oder Echinenon gefiitterten Ratten stammten. Die 





Abb. 2. Absorptionskurven von Leber- 
extrakten von Ratten, die vorher allo- 
trans-B-Carotin (I), Echinenon (II) oder 
nur Baumwollsamendél (III) erhielten, 
vor der Korrektion der Kontrollwerte. 
Kurve IV wurde aus der Differenz zwi- 
schen Kurve I und III erhalten, wah- 
rend Kurve V die Differenz zwischen 
den Kurven II und III darstellt. Die 
Werte sind in Einheiten der optischen 
Dichte pro g Leber ausgedriickt. 
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Sadulen wurden mit Petrolither, enthaltend 10° Aceton, gewaschen, an- 
schlieBend wurden die Fraktionen gesammelt, die sich mit 30% Aceton 
enthaltendem Petrolather eluieren lieBen. Fiir die folgenden Analysen 
wurden diese letzteren Fraktionen benutzt. 


Es wurden die Absorptionsspektren von aliquoten Teilen dieser 
Proben, tbergefiihrt in n-Hexan-Lésung, im Beckman-Spektrophoto- 
meter bestimmt. Die Mittelwerte der beiden Proben jeder Gruppe wer- 
den in Abb. 2 gezeigt. Die Differenz zwischen den Absorptionsspektren 
der Leberextrakte der Kontrolltiere und den mit #-Carotin gefiitterten 
Ratten und zwischen den Kontrollen und den mit Echinenon gefiitterten 
Ratten zeigen die typische Vitamin-A-Absorptions-Kurve. 

Ein anderer Teil des Leberextraktes der mit Echinenon gefiitterten 
Ratten wurde dazu benutzt, sein Absorptionsspektrum vor und nach 
5—10 Min. langer Bestrahlung mit UV-Licht zu bestimmen. Diese Er- 
gebnisse werden in Abb. 3 gezeigt. Die Differenz zwischen den Absorp- 
tionsspektren dieses Extraktes vor und nach der Bestrahlung gab wieder 
eine typische Vitamin-A-Absorptionskurve. 
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Ein gemischtes Chromatogramm mit geeigneten Mengen der Leber- 
extrakte von Ratten, die mit $-Carotin oder Echinenon gefiittert worden 
waren, wurde durch eine 1:1 MgO-Celit-Siule geschickt. Verlingerte 
Entwicklung des Chromatogramms mit 4% Aceton in Petrolither ver- 
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Tab. 1. Uhbersichtstabelle, Angabe der Kérpergewichte und Gesamtgewichts- 
zunahme von mannlichen Ratten, die allo-trans-B-Carotin oder Echinenon in 


Wesson-Ol mit 0,5°% «-Tocopherol erhielten und negativer Kontrollen, die nur 
Wesson-Ol mit 0,5°% «-Tocopherol erhielten. 
































Mangelperiode Versuchsperiode ®) 
Durchschnittliches Biologische 
Dosis/ | Zahl | Durch- ‘abadil + Wirk 
canis py me ory i anen: End- | Gewichts- (allo-trans- 
mae sande gewicht gewicht) 7unahme?) an 
Tage g g g g 
Echinenon 1.00 16 21.2 | 96.0 | 94.5 | 127.2 | 32.7 (11) 54 
1.98 16 22.2 | 98.0 | 96.9 | 155.7 | 58.8 (14) 54 
3.82 16 22.1 | 97.6 | 93.4 | 167.8 | 74.4 (16) (42) 
Allo-trans-B- 0.53 16 22.0 | 97.2 | 91.2 | 122.9 | 31.7 (13) -- 
Carotin 1.13 15 22.0 | 97.2 | 94.4 | 155.3 | 60.9 (14) -- 
Nichts 0 16 22.3 | 97.7 -- — (O)e) -- 
(Negative Kon- 
trollen) 








a) Die Zahlen in Klammern geben die Zahl der tiberlebenden Ratten an. 

b) Beruht auf dem ermittelten durchschnittlichen Mindestgewicht. 

c) 14 Ratten (87,5%) waren entweder gestorben oder haben vom 10. Tage ab an Gewicht ver- 
loren, 


schob die fluoreszierende Zone, ohne irgend eine Trennung hervorzu- 
rufen. 

Zum Schlu8 wurden die verbleibenden Anteile, einschlieBlich der 
Extrakte der Kontrollgruppe, in Chloroform aufgenommen; nach ge- 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 295 5 
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eigneter Verdiinnung wurde die sich nach Zugabe von Carr-Price- 
Reagens bildende blaue Farbe in einem Coleman-Junior-Spektro- 
photometer gemessen, das mit reinem Vitamin-A-Alkohol geeicht war. 
Hierbei gaben nur die Extrakte der mit $-Carotin und Echinenon ge- 
fiitterten Ratten eine positive blaue Farbe. Diese Beobachtungen stim- 
men alle insofern iiberein, als sie die Identitit des in der Leber abge- 
lagerten Vitamins A nach Fiitterung von /-Carotin ebenso wie von 
Kchinenon bei Ratten zeigen. 

Die Autoren méchten Herrn Prof. L. Zechmeister fiir sein Interesse und 


seine tatkraftige Hilfe bei der Isolierung und Reinigung von Echinenon ihren 
Dank aussprechen. 


Zusammenfassung 


1. Es wird gezeigt, daB aus den Gonaden von Seeigeln (Strongylo- 
centrotus purpurata und Strongylocentrotus franciscanus) iso- 
liertes Echinenon annéhernd 54% der biologischen Wirksamkeit 
des allo-trans-f-Carotins besitzt. 


2. Die in-vivo-Bildung von Vitamin A aus Echinenon wurde da- 
durch bewiesen, da das in der Leber von Vitamin-A-Mangelratten 
nach der Fitterung von Echinenon abgelagerte Vitamin A iden- 
tisch ist mit dem, das nach der Verwendung von #-Carotin ge- 
speicheft wird. Die Identitaét der Verbindung wurde durch ihre 
typischen Vitamin-A-Absorptionskurven, durch gemischte Chroma- 
togramme und durch ihr gleiches Verhalten gegeniiber dem Carr- 
Price-Reagens bewiesen. 

3. Die Identitét der in der Leber von mit Echinenon gefiitterten 
Ratten abgelagerten Verbindung mit Vitamin A wurde weiterhin 
dadurch bewiesen, daB eine typische Vitamin-A-Kurve in den 
Leberextrakten gefunden wurde, wenn das urspriingliche Absorp- 
tionsspektrum mit Hilfe desjenigen Spektrums korrigiert wurde, 
das man nach der Zerstérung des Vitamin A durch Bestrahlung 

mit UV-Licht erhielt. 
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Uber das Stoffwechselprodukt der Dehydrocholsiure beim Hund 


Von 
Kyutaro Shimizu und Tayei Shimizu 


Aus dem Biochemischen Institut der medizinischen Fakultit 
der Universitat Okayama 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Juni 1953) 


Herrn Professor Karl Thomas zum 70. Geburtstag gewidmet 


Uber das Verhalten der Dehydrocholsdure im Stoffwechsel wurden 
viele Untersuchungen angestellt, wie z. B. von Yamasaki und Kyo- 
goku! sowie von Fukui und Ishida?. 

Es ist aber noch wenig dariiber bekannt, wie die Hauptmenge der 
verabreichten Dehydrocholsiure im Organismus verandert wird; ein 
kleiner Teil davon wird entweder reduziert oder unveraindert im Harn 
ausgeschieden. 

Neuerdings hat Nishina® gefunden, daB 3-Oxy-7-keto-cholansaure 
im Kaninchenorganismus teils unter Reduktion zu Chenodesoxychol- 
siure oder unverandert in Harn und Galle ausgeschieden wird und dab 
ein gr6Berer Teil unverandert in Milz, Niere und Leber bzw. nur in 
letzterer wiedergefunden wird, wihrend der Hauptteil der verabreichten 
Saure (etwa 85°) im Organismus auf bisher unbekannte Weise verwertet 
wird. Vielleicht wird sie in einen Wirkstoff umgewandelt oder voll- 
stindig abgebaut. ; 

Schmidt und Mitarbb.* haben nach intravenéser Injektion von 
Cholséiure bei Meerschweinchen gefunden, daB die Saure sehr schnell 
in die Galle ausgeschieden und der Hauptteil im Darm durch oxydierende 
Wirkung von Darmbakterien (Z. coli u. A. faecalis) unter Verkiirzung 
der Seitenkette am C,)-Atom in neutrale Substanzen verwandelt wird. 
Ahnliches beobachtzten Turfitt® und Ogawa® bei Cholsiure und 
Dehydrocholsiure, Shibuya bei Dehydrocholsiure’. 

Um zu priifen, ob die verabreichte Gallensiure in der Leber assi- 
miliert und in irgendeinen Wirkstoff verwandelt werden kann, wurde 
splenektomierten Hunden mit Gallenfistel Dehydrocholsdurelésung durch 
die Vena Lienalis zugefiihrt und dann Galle, Harn und Leber unter- 
sucht. Auf diesen Applikationsweg flieBt die Gallenséure durch die 
Pfortader direkt in die Leber und kann dort besser ausgenutzt werden. 


1K. Yamasaki u. K. Kyogoku, diese Z. 285, 43 [1935]. 

2 T. Fukui u. 8S. Ishida, J. Biochemistry [Tokyo] 26, 319 [1937]. 

3 K. Nishina [1950], noch unveréffentlicht. 

4H. B. Hughes, J. biol. Chemistry 140, Proc. 64 [1941]; L. H. Schmidt u. 
M.H. Green, J. biol. Chemistry 148, Proc. 111 [1941]; L. H. Schmidt u. H. B. 
Hughes, J. biol. Chemistry 148, 771 [1942]; L.H. Schmidt, H. B. Hughes, 
M. H. Green u. E. Copper, J. biol. Chemistry 145, 229 [1942]. 

5 G. E. Turfitt, J. Bacteriol. 54, 557 [1947]; Biochem. J. 42, 376 [1948]. 

6 T. Ogawa, Seikagaku. 22, 15 [1950]. 

7 §. Shibuya, J. Biochemistry [Tokyo] 17, 159 [1933]. 
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Aus der Fistelgalle wurden eine neutrale Substanz von der Formel 
C, 9H,,0, (Schmp. 232—232.5°), Dehydrocholsiure, Cholséure und eine 
kleine Menge einer Séure vom Schmp. 191.5—192° gewonnen. Aus dem 
Harn wurden Dehydrocholsiure und eine neutrale Substanz von der 
Formel C,,H;,.0, (Schmp. 234—236°) erhalten. Obwohl diese Sub- 
stanzen konstitutionell noch nicht erforscht worden ist, méchten wir 
vorlaufig folgende Formeln vorschlagen: 


HO HO 
CH, | CH, 
“™—=0 /“™|——00-08, 
CH,| ‘Hi, 
PO al iw ue 
o-\ 1-08 o-\ L\_)-on 


C1pHe,0,, Schmp. 232—232,5° — C,,H,,0,, Schmp. 234—236° 


Beschreibung der Versuche 


Bei dem auf dem Brett fixierten Hund wurde unter Narkose mit Ather der 
Bauchschnitt in der Medianlinie ausgefiihrt und eine Gallenblasenfistel in tiblicher 
Weise angelegt, um die ausgeschiedene Galle sammeln zu kénnen. Von der Milz 
wurden die kleineren GefaiBe méglichst alle unterbunden, nur ein gréBeres wurde 
ununterbunden gelassen; in diese Vene wurde eine Kaniile mit aufgesetztem 
Gummischlauch eingefiihrt. Die Kaniile wurde dann mit in die Vene so ein- 
gebunden, daB die parallel verlaufende Arterie mit unterbunden wurde. Dann 
wurde die Milz entfernt. Der Gummischlauch ragte in iiblicher Weise aus dem 
Bauch als Fistel heraus. Die Tyrodelisung, welche die Dehydrocholsauresalze 
in 1-proz. Lésung enthielt, wurde durch den Gummischlauch mit einer Geschwindig- 
keit von 4ccm per Minute infundiert. Dabei sind die Hunde meistens nach 
6—20 Stdn. gestorben. Die aus der Fistel gesammelte Galle und der aus der 
Blase nach dem Tode des Hundes entleerte Harn wurden untersucht. 


1. Galle 

Die Galle (895 ccm) von 5Hunden wurden mit 1/ Alkohol versetzt, einige Tage 
stehen gelassen und von Mucin abfiltriert. Das Filtrat wurde in Vakuum einge- 
engt, bis die Kristalle sich abzuscheiden begannen. Die Kristalle und das Filtrat 
wurden in der in Tab. 2 angegebenen Weise behandelt. Die 0,3 g wiegenden Kristalle 
(I) wurden aus Alkohol wiederholt umkristallisiert: Nadeln vom Schmp. 232—232,5° 
(unter Zers.). Die Kristalle zeigen eine positive Jaffesche Reaktion, die Lésung 
addierte kein Brom. 

C,9H,,0,. Ber. C 71,25, H 8,75. 

Gef. C 71,40, 71,49, H 8,41, 8,45. 

Dioxim: 50mg Kristalle wurden mit 0,2 g Hydroxylamin-Hydrochlorid 
und 0,3 g Natriumacetat in 10 cem Alkohol versetzt und 5 Stdn. auf dem Wasser- 
bade erwarmt. Das Reaktionsgemisch wurde in kaltes Wasser eingegossen. Die dabei 
abgeschiedenen Kristalle wurden abfiltriert, mit Wasser gewaschen, getrocknet 
und mehrmals aus Alkohol umkristallisiert. Die in langen Tafeln kristallisierte Sub- 
stanz schmilzt bei 238° unter Zersetzung. Die Substanz wurde bei 100° getrocknet. 

Cy9H390,No- Ber. N 8,00. Gef. N 8,88. 

Das Filtrat (II) wurde mit verd. Salzsiure gegen Kongorotpapier angesiuert. 
Die dabei abgeschiedenen Kristalle wurden mehrmals aus Alkohol umkristallisiert: 
Schmp. 237°, positive Jaffesche Reaktion, keine Schmelzpunktdepression mit reiner 
urspriinglicher Dehydrocholsaure. 
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Das von Dehydrocholséure abgetrennte Filtrat wurde mit Natronlauge ver- 
setzt, bis die Lésung davon 15% enthielt. Das Gemisch wurde im Autoklaven 
8 Stdn. bei 120° erhitzt. Das Hydrolysat wurde mit verd. Salzsiure kongosauer ge- 
macht. Die dabei abgeschiedene Fallung wurde abfiltriert, mit Wasser gewaschen, 
getrocknet und pulverisiert. Das Pulver (5,9g) wurde aus Alkohol wiederholt um- 
kristallisiert: Tetraeder vom Schmp. 195—197°. Die Kristalle geben eine positive 
Myliussche Reaktion und keine Schmelzpunktdepression mit reiner Cholsiure 
von Schmp. 198°. Das von Cholsaure befreite Filtrat wurde mit viel Wasser ver- 
diinnt, die dabei erhaltene Fallung abfiltriert, mit Wasser gewaschen und getrock- 
net. Die Masse wurde mit Essigester behandelt und daraus mehrmals umkristalli- 
siert. Hierbei wurde eine kleine Menge Prismen vom Schmp. 191,5—192° erhalten, 
die in Natriumcarbonatlésung léslich sind und eine positive Jaffesche Reaktion 
zeigen. Die Substanz nimmt kein Brom auf. 


2. Der Harn 


Der gesammelte Harn, 1610 ccm (Tab. 1), wurde unter Zusatz von 1,51 Alko- 
hol einige Tage stehen gelassen, filtriert und im Vakuum vom Aikohol befreit. Dabei 
hat sich eine kleine Menge von Kristallen abgeschieden, die aus Alkohol wiederholt 
umkristallisiert wurden: Prismen vom Schmp. 239°, unléslich in Alkalien. Die 
Kristalle wurden bei 100° getrocknet. 

Cy1H3,0,. Ber. C 72,41, H 9,19. Gef. C 72,22, H 8,79. 


Tab. 1. Ubersicht iiber die angestellten Versuche an Hunden. 
































rs Durchblutete : Harn- 
_— ces ol Dehydrocholat- oo Gallen- sna 
tinct gewicht lésung auer menge 
kg cem Stdn. cem com 
I 3 4 500 6 110 20 
II 8 1000 sofort j 70 30 
Il . 7 900 12 260 500 
IV 3 7 1000 sofort + 35 110 
V ‘ 7 1700 20 420 950 
Gesamtmenge 5100 895 1610 
Tab. 2. Aufarbeitung der vom Mucin abfiltrierten Galle. 
Filtrat 
| 
Kristall (1) Filtrat (IT) 
neutrale Substanz | 
(Schmp. 232 —232,5°) ee: 
y y 
Fallung Filtrat 
(5,3 g) | 
Dehydrocholsaure ___| Hydrolyse + HCI 

Fallung Filtrat 

Cholsaure 


saure Substanz 
(Schmp. 191,5—192°) 


8 8. Shibuya u. T. Tanaka, J. Biochemistry [Tokyo] 17, 391 [1933]. 
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Das Filtrat wurde mit verd. Salzsiure kongosauer gemacht, die dabei ab- 
geschiedene Fallung abfiltriert, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Ausb. 6,4 ¢, 
aus Alkohol mehrmals umkristallisiert: 1,9 g Nadeln vom Schmp. 236°. Die Sub- 
stanz zeigt eine positive Jaffesche Reaktion und keine Schmelzpunktdepression mit 
reiner Dehydrocholsaure. Das angesiuerte Filtrat wurde mit Natronlauge versetzt, 
bis die Lésung 15°, davon enthielt, und bei 120° im Autoklaven 6 Stdn. erhitzt. 
Das Hydrolysat gab beim Ansiuern keine Fallung mehr. 


Zusammenfassung 


Die Leber splenektomierter Hunde wurde durch die Pfortader tiber 
die Vena lienalis mit 51 g Dehydrocholsaure in 1-proz. Tyrodelésung 
tropfenweise durchstroémt. Aus dem Harn sowie aus der Galle wurden 
18 g Substanzgemisch erhalten, welches aus der in die Leber gelangten 
Dehydrocholsiure entstanden zu sein scheint. 

Die erhaltene Roh-Substanz betrigt etwa ?/; der verwendeten 
Saure, der Hauptteil derselben mu daher im KOrper in einen anderen 
Stoff, vielleicht in ein Hormon umgewandelt worden sein. Die hier aus 
Harn und Galle gewonnenen Substanzen haben wahrscheinlich die 
Formeln C,,H;,0, und C,,H,,0,, was auf Pregnan- und Aetiocholan- 
derivate und damit auf genetische Beziehung zwischen Gallensiuren 
und Steroidhormonen hinweist. 

Beide Stoffe geben eine positive Jaffesche Reaktion und besitzen 
damit wohl eine Ketogruppe am C,-Atom. Die gewonnenen Substanzen 
miissen also intermedidre Stoffwechselprodukte der zugefiihrten Dehy- 
drocholséure im Hundeorganismus sein. 

Die aus der Galle erhaltene Cholsiure ist ein normaler Gallenbe- 
standteil des Hundes, die dabei gleichzeitig erhaltene Saure von Schmp. 
191.5—192° stellt ein intermediires Produkt der infundierten Saure 
dar, dessen Konstitution noch unbekannt ist. 
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Die chemische Reaktion der Cerebrospinal-Fliissigkeit 
im Sauerstoffmangel 
Von 
Nuran Gékhan und Hans Winterstein 
Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Istanbul 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Juli 1953) 


Karl Thomas zum 70. Geburtstage zugeeignet 


In friiheren Arbeiten haben wir!?* gezeigt, daB die von der Zu- 
sammensetzung der Atmungsluft abhangige Beschaffenheit des arte- 
riellen Blutes anscheinend niemals direkt die Atemzentren zu beein- 
flussen vermag, sondern nur indirekt, auf zwei verschiedenen Wegen: 
einmal glomerogen chemoreflektorisch und zweitens liquorogen durch 
Beeinflussung der jenseits der Blut/Liquor-Schranke befindlichen Cere- 
brospinal-Flissigkeit (CSF). Die von den Glomera ausgehenden Chemo- 
rezeptorenreflexe werden wieder auf dreifache Weise durch die Blut- 
beschaffenheit bestimmt. 1. Exoglomerogen, indem die cg des Blutes 
von auBen her die GréBe des auf die Chemoreceptoren wirkenden Rei- 
zes bestimmt, 2. endoglomerogen, indem im Inneren des Glomus sich 
abspielende Stoffwechselvorgainge in einer vom O,-Druck des Blutes ab- 
hingigen Weise die cy und damit die ReizgréBe bestimmen, und 3. kann, 
worauf der eine von uns‘ schon friiher die Aufmerksamkeit gelenkt hat, 
die cy des Blutes auf den O,-Druck desselben und damit wieder auf die 
Glomera zuriickwirken, denn bei gleicher O,-Sattigung ist der fiir den 
endoglomerogenen Stoffwechsel maBgebende O,-Druck niedriger, wenn 
das Blut alkalischer ist (,,Bohr-Effekt‘‘). Sind die Chemoreceptoren 
ausgeschaltet, so kénnen atmungserregende Agenzien nur dann zur 
Wirkung kommen, wenn sie die Blut/Liquor-Schranke passieren oder 
unter Umgehung derselben eingefiihrt werden®. 

Die AtmungsgréBe wird also unter gewohnlichen Bedingungen durch 
die algebraische Summe mindestens zweier Gruppen von Faktoren be- 
stimmt, der glomerogenen und der liquorogenen. Bei der zentralen Stel- 
lung, die mithin der CSF in ihrer Wirkung auf die Atmungszentren zu- 
kommt, schien es daher von groBem Interesse, die bisher unbekannten 
Verainderungen zu untersuchen, die ihre Beschaffenheit, in erster Linie 
ihre Reaktion, bei verschiedener Zusammensetzung der Atmungsluft er- 


fahrt. 


1H. Winterstein u. N. Gékhan, Pfliigers Arch. Ges. Physiol. Menschen 


Tiere 256, 85 [1952]. 
2 H. Winterstein u. N. Gékhan, Arch. int. Pharmacodynam. Therap. 93, 


212 [1953]. 
3H. Winterstein u. N.Gdkhan, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. 


Pathol. Pharmakol. 219, 192 [1953]. 
4H. Winterstein, Experientia [Basel] 5, 221, 261 [1949]. 
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Die folgende Mitteilung behandelt die Wirkung, die eine Herab- 
setzung des O,-Gehaltes der Atmungsluft bei normalen und bei 
chemoreceptoren-losen Hunden bei spontaner und bei kinstlich kon- 
stant gehaltener Beatmung auf die Reaktion der CSF ausiibt. Diese 
Wirkung wurde mit den gleichzeitig beobachteten Anderungen der Blut- 
reaktion und der Atmungsgr6Be verglichen. 


Methodik: Die Versuche wurden an meist 15—20 kg schweren Hunden in 
Nembutalnarkose angestellt (Anfangsdosis 25 mg pro kg intravenés; im Verlaufe 
des Versuches nach Bedarf erginzt). Die CSF wurde durch Suboccipital-Punktion, 
das Blut meist aus der Carotis entnommen. py-Bestimmung mit Glaselektrode und 
Marconi-Apparatur. Atemvolum-Messung mit Gasuhr, die an ein Exspirations- 
ventil angeschlossen war; dieses war in einigen Versuchen durch eine Atmungs- 
maske, in den meisten mittels einer Trachealkaniile mit den Luftwegen verbunden. 
Die Atmung erfolgte entweder aus der freien Luft oder aus einem bis zu 100/ 
fassenden Spirometer, das die gewiinschte Gasmischung enthielt. — Die Aus- 
schaltung der Chemoreceptoren erfolgte in einigen Versuchen durch Totalexstir- 
pation der beiden Sinus, in den meisten Fallen durch Durchschneidung des Sinus- 
nerven und sorgfaltige Abtragung der Adventitia aller gréBeren und Unterbindung 
einiger kleinerer GefaBe des Sinus. Die Durchschneidung der beiden Vagi wurde nach 
vorhergehender intraneuraler Novocain-Injektion in die Durchschneidungsstellen 
vorgenommen. 


In den beiden folgenden Tabellen sind Beispiele fiir die verschie- 
denen Kormen der an 30 Hunden angestellten Versuche wiedergegeben. 
Das Minutenatmungsvolumen gibt das Mittel der in den letzten Mi- 
nuten vor Entnahme der Blut- und Liquorproben gemessenen Werte. 
Wahrend der Probeentnahmen war nicht selten eine VergréBerung zu 
beobachten. 


Tab. 1. Wirkung des O,-Mangels bei spontaner Atmung. 
A. Normale Hunde. 

















Versuchs- cones 
Nr. bedingungen Atmungsvol. Blut-pyq CSF-py 
ecm 
3 MGOEG on acs e ws 1800 7,21 7,18 
3 Min.8%0O, . . 3700 7,35 {+ 0,14) 7,35 (+ 0,17) 
2 Min. Luft .. . 2400 7,25 7,35 
_s))| ee 2060 7,18 7,08 
5 Min. 9% O, . . 6690 7,24 (+ 0,06) 7,14 (+ 0,06) 
10 Min. Luft... 2130 7,18 7,14 
B. Hunde ohne Chemoreceptoren. 
28 ENG: 6 6 « -< 5290 7.35 7,11 
Ete. 2 2. 6790 
9 Min. 12% 0,. . 6600—»4900 7,35 (+ 0) 7,27 (+ 0,16) 
8 Min. Luft... 5920 7,39 7,28 
34 BOND oes ces Gi 2110 7,27 7,06 
6 Min. 12%, O,. . 1920 7,24 (— 0,03) 7,21 (+ 0,15) 
8 Min. Luft 2160 ,24 7,21 
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Tab. 2. Wirkung des O,-Mangels bei konstanter kiinstlicher Atmung. 











Nr. Versuchsbedingungen | Blut-pyq | CSF-pg 
A. Chemoreceptoren erhalten, Pneumothorax 
30 LLL eae aes ee nae 7,43 7,26 
Jd.» i aoe 7,44 (+ 0,01) 7,34 (+ 0,08) 
Din. uit 2. 6 kk 7,44 7,35 
37 LCL hice ele ae ler ee 7,34 7,27 
5 Min. 5%0,...... 7,34 (+ 0) 7,34 (+ 0,07) 
PS Min Tutt) 60.0 dscns. 7,35 7,34 
B. Chemoreceptoren ausgeschaltet, Pneumothorax 
39 Nei ost eon 7,31 7,19 
ain. 12°50, . 5. 5 7,34 (+ 0,03) 7,34 (+ 0,15) 
26 Min. Luft ...... 7,37 7,36 
C. Chemoreceptoren erhalten, curarisiert 
38 TLIC Sav ieee oa ae 7,39 7,19 
eee 2... 7,41 (+ 0,02) 7,39 (+ 0,20) 
16 Min. Luft ...... 7,40 7,39 








Erérterung der Versuchsergebnisse 


Betrachten wir die in den vorangehenden Tabellen zusammen- 
gestellten Versuchsbeispiele, so ergibt sich fiir die Anderung der At- 
mungsgr6Be im O,-Mangel nichts Neues. Beim normalen Hund tritt eine 
starke VergréBerung der Atmung auf, wiahrend sie nach Ausschaltung 
der Chemoreceptoren in Fortfall kommt oder sogar einer Herabsetzung 
der Atmung Platz macht. Nach Wiederherstellung der Luftatmung 
kehrt auch die AtmungsgréBe meist ungefaéhr zum Ausgangspunkte zu- 
rick. Auch die Untersuchung der Blutreaktion zeigt nichts Bemerkens- 
wertes. Tritt eine Hyperpnoe auf, so verschiebt sich, wie der eine von 
uns® schon vor fast 40 Jahren zuerst festgestellt hat, die Reaktion des 
Blutes nach der alkalischen Seite, offenbar wegen des Auswaschens der 
Kohlensaure aus dem Blut. Bleibt die Hyperpnoe infolge vorhergehender 
Ausschaltung der Chemoreceptoren oder infolge kiinstlicher Konstant- 
haltung der Atmung aus, so zeigt auch der py des Blutes nur unbedeutende 
die Fehlergrenzen kaum iiberschreitende Anderungen (meist nach oben, 
wegen der Herabsetzung des O,-Gehaltes des Blutes). 

Wenden wir uns jetzt zur Betrachtung des Verhaltens der CSF, so 
stellen wir eine iiberraschende Tatsache fest. In simtlichen Ver- 
suchen (nicht bloB in den in den Tabellen angefiihrten, sondern auch 
noch 13 weiteren), mag es sich um normale oder chemoreceptoren-lose 
Hunde, mag es sich um spontane oder kiinstliche Atmung handeln, mag 
der py des Blutes eine Anderung erfahren oder nicht, stets verschiebt 
sich der pg der CSF im O,-Mangel nach der alkalischen Seite. 
Dieses Resultat erscheint auf den ersten Augenblick sehr befremdlich. 


5 H. Winterstein, Biochem. Z. 70, 45 [1915]. 
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Schon vor 60 Jahren hat Langendorff® beobachtet, daB das normaler- 
weise (mit der damaligen Methodik) alkalisch reagierende Zentralnerven- 
system des Frosches bei Erstickung eine saure Reaktion annimmt. 
Der eine von uns’ hat dann gezeigt, daB das isolierte Froschriickenmark 
in einer O,-freien Losung seine Reaktion gegen Lackmus reversibel 
nach der sauren Seite verschiebt. Eine Zunahme der Milchsiure im Ge- 
hirn bei O,-Mangel ist von verschiedenen Autoren beobachtet worden °, 
alles also Beobachtungen, die eine Verschiebung der Reaktion nach der 
sauren und nicht nach der alkalischen Seite hatten erwarten lassen. 
Andererseits aber stehen unsere Befunde in vollem Einklang mit den 
Beobachtungen, bei denen die Reaktionsiinderungen der Hirnrinde im 
O,-Mangel elektrometrisch gemessen wurden. Trotz Anwendung kiinst- 
licher Atmung, die also eine Wirkung verstirkter CO,-Auswaschung 
durch Hyperpnoe ausschloB, fanden Ingraham und Gellhorn® bei 
Messung der Reaktion der Hirnrinde mit der Glaselektrode bei O,- 
Mangel eine reversible pq-Steigerung. Ebenso fanden Stone und 
Mitarbeiter!® bei 2—3 Min. dauernder Stickstoffatmung ein Ansteigen 
des py der Hirnrinde trotz gleichzeitiger Zunahme ihres 
Milchsaéuregehaltes, und diese p,-Steigerung war (was von den Au- 
toren nicht vermerkt wird) waihrend der Versuchsdauer irreversibel. 
Dies ist das Gleiche, was auch in allen unseren Versuchen festzustellen ist. 
Gleichviel, ob die Reaktion des Blutes bei Wiederherstellung der Luft- 
atmung wieder mehr oder weniger zur Norm zuriickkehrt, wie dies bei 
normalen Hunden fast immer schnell der Fall ist, oder ob sie gar keine 
nennenswerte Veriainderung erfahren hat, wie in den Versuchen an Hun- 
den ohne Chemoreceptoren oder mit kiinstlicher Atmung, die in der 
CSF wihrend des O,-Mangels eingetretene pg-Steigerung bleibt mit 
ganz wenigen Ausnahmen (3 unter 19) auch nachher wahrend der Be- 
obachtungsdauer von Bestand. 

DaB die Reaktion der Hirnsubstanz mit jener der CSF iiberein- 
stimmen oder jedenfalls sich gleichsinnig andern muB, ist schon frither 
von uns® gezeigt worden und die eben erwahnten Versuchsdaten er- 
weisen dies aufs Neue. Es fragt sich nun, wie diese Alkalisierung wihrend 
und nach der Einwirkung von O,-Mangel zu erklaren ist. Es gibt offen- 
bar zwei Méglichkeiten: Entweder es handelt sich um eine Anderung der 
in den Zentren selbst sich abspielenden Stoffwechselvorgiinge oder um 
eine solche des Stoffaustausches zwischen Hirngewebe bzw. CSF und 
dem Blut. An Stoffwechselvorgiingen, die zu einer Reaktionsverschie- 
bung nach der alkalischen Seite fiihren kénnten, kime wohl nur die von 
Stone und Mitarbeitern'® im O,-Mangel tatsichlich nachgewiesene 


® O. Langendorff, Cbl. med. Wiss. 1882, Nr. 50. 
7 H. Winterstein, Biochem. Z. 70, 130 [1915]. 
’ G. u. H. Loeschcke, Pfliigers Arch. Ges. Physiol. Menschen Tiere 249, 
§21 baeag | dort auch weitere Literatur. 
R.C. Ingraham u. E.Gellhorn, Amer. J. Physiol. 126, P 543 [1939]. 
10 W. E. Stone, Cl. Marshall u. € F. Nims, Amer. J. Physiol. 182, 770 
[1941]. 
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Steigerung der Spaltung organischer Phosphorverbindungen in Betracht, 
die aber sicher durch die gewaltige Zunahme der Milchsaurebildung bei 
weitem aufgewogen werden mu. Die zweite Erklirung ist daher die viel 
wahrscheinlichere. Schon friiher haben wir? festgestellt, da’ — im Gegen- 
satz zu zahlreichen Literaturangaben auch noch aus neuester Zeit — 
die Reaktion der CSF normalerweise stets weniger alka- 
lisch ist als die des Blutes. Jede Verstirkung der Blutdurchstro- 
mung k6énnte daher méglicherweise zu einer erhéhten Abfuhr saurer 
Stoffwechselprodukte und damit zu einer gréBeren Angleichung von 
Blut- und Liquorreaktion fiihren, wie wir sie in allen Hypoxieversuchen 
ohne Hyperpnoe beobachtet haben. Schon vor langerer Zeit hat der 
eine von uns" auf die Moéglichkeit hingewiesen, daB die bei Adrenalin- 
injektion in den Hirnkreislauf zu beobachtende Atmungsabschwachung 
auf einer durch die verstirkte Hirndurchblutung bedingten Fortschaf- 
fung sauerer Valenzen beruhen kénne. Tatsichlich haben Jasper und 
Erickson bei Adrenalineinwirkung eine pg-Steigerung in der Hirn- 
rinde beobachtet, die sie in der gleichen Weise erkliren. Ebenso haben 
auch Stone und Mitarbeiter?® die bei Hypoxie festgestellte p,-Stei- 
gerung in der Hirnrinde auf ihre verstarkte Durchblutung zuriickge- 
fiihrt. DaB eine solche tatsaichlich bei Hypoxie in betrachtlichem Um- 
fange (bis auf das 2—3-fache der Norm) eintreten kann, ist von Noell 
und Schneider gezeigt worden. 

Die Zuriickfiihrung der Liquor- bzw. Hirnalkalisierung auf erhdhte 
Durchblutung beseitigt auch den Widerspruch zwischen den neuen 
Versuchsresultaten und den oben erwaéhnten von Langendorff® und 
Winterstein’, die im O,-Mangel eine Saiuerung beobachtet hatten. 
Denn deren Versuche waren am circulationslosen Zentralnervensystem 
angestellt. 

Wenn somit die wihrend des O,-Mangels eintretende Alkalisie- 
rung von Liquor und Hirngewebe auf diese Weise verstanden werden 
kann, erscheint die Erklarung ihres Fortbestehens nach Riickkehr zur 
Luftatmung schwieriger. Vielleicht muB man auch hier an die Blut/Li- 
quor-Schranke denken, infolge deren das neue Gleichgewicht, das sich 
nach verstarkter Abfuhr saurer Valenzen eingestellt hat, lange Zeit auf- 
recht erhalten werden kann. Bei der durch Ammoniumchiorid bedingten 
Liquor-Alkalose haben wir? nicht selten ein ahnliches Verhalten be- 
obachtet. 

Die Frage, warum bei Tieren ohne Chemoreceptoren die Atmung 
im O,-Mangel herabgesetzt ist, ist unseres Wissens in der Literatur bis- 
her kaum erértert worden. Es liegt auf der Hand, daB die von uns fest- 
gestellte Liquor-Alkalisierung dafiir eine einfache Erklarung gibt. Das 


1H. Winterstein, Pfliigers Arch. Ges. Physiol. Menschen Tiere 285, 377 
[1935]. 

12H. Jasper u. Th.C. Erickson, J. Neurophysiol. 4, 333 [1941]. 

13 W. Noell u. M. Schneider, Pfliigers Arch. Ges. Physiol. Menschen Tiere 
246, 181 [1942]. 
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gleiche gilt fiir die von Gollwitzer-Meier' beim Menschen und bei 
normalen und carotissinus-losen Hunden als Nachwirkung nach vor- 
angegangener Hypoxie beschriebene Herabsetzung der Atmungs- 
groBe, zu deren Erklarung die Autorin eine komplizierte Hypothese 
ersonnen hat. Wir haben in unseren Versuchen eine solehe Nachwirkung 
nur selten gesehen, aber es leuchtet ein, daB sie durch das Weiterbe- 
stehen der Liquoralkalisierung leicht verstandlich waiie. Uns erscheint 
es umgekehrt schwieriger zu verstehen, wieso die AtmungsgréBe trotz 
Weiterbestehens der Reaktionsverschiebung nach der alkalischen Seite 
zur Norm zuriickkehrt. Vielleicht handelt es sich hier um ahnliche Er- 
scheinungen der ,,Erhaltung des Energiegleichgewichtes‘‘ wie sie von 
Sedef und Winterstein” fiir kontraktile Organe beschrieben wurden. 
Dort wurde gezeigt, daB Herz und Darm jede wodurch immer bedingte 
Herabsetzung der normalen rhythmischen Titigkeit bei Wiederher- 
stellung der Ausgangsbedingungen mit einer iiber die Norm hinaus- 
gehenden verstarkten Tatigkeit beantworten. Die Autoren haben an 
der Hand des Sherringtonschen ,,rebound phenomenon“ darauf hin- 
gewiesen, da ahnliche Verhaltnisse auch beim Zentralnervensystem 
vorzuliegen scheinen. Doch bedarf diese Frage natiirlich noch weiterer 
Untersuchung. 


Zusammenfassung 


Hypoxie erzeugt bei normalen wie bei chemoreceptoren-losen Hun- 
den bei spontaner wie bei kiinstlicher Atmung eine Verschiebung der 
Reaktion der Cerebrospinal-Fliissigkeit nach der alkalischen Seite. 
Diese Alkalisierung bleibt auch nach Wiederkehr der normalen Luft- 
atmung zunichst erhalten. Als Ursache wird die hypoxische Verstarkung 
der Hirndurchblutung angesehen, die zu einer vermehrten Abfuhr 
saurer Valenzen fiihrt. Die Beziehung dieser Erscheinung zu den gleich- 
zeitig zu beobachtenden Verainderungen der Atmungsgr6éBe wird er- 
Ortert. ~ Fs 


14 KI. Gollwitzer-Meier, Pfliigers Arch. Ges. Physiol. Menschen Tiere 249, 
17 [1947]. 

8 A. Sedefu. H. Winterstein, Arch. int. Pharmacodynam. Therap. 87, 164 
[1951]. 











>> AD ABaaQrwee 


Th wm age 


| =eSoq Q= ss 


toyee 





Bd. 295 (1953) Sauerstoffaufnahme von Schnitten verfetteter Lebern he 


Uber die Sauerstoffaufnahme von Schnitten 
experimentell verfetteter Lebern 


Von 
Horst Frunder und Wolfgang Friedel 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Leipzig 
Direktor: Prof. Dr. med. et phil. E. Strack 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Juli 1953) 
Herrn Professor Dr. K. Thomas zum 70. Geburtstag 


Beim Studium der lipotropen Wirksamkeit sind der intermediare 
Stoffwechsel und die Fermentaktivititen vielfach untersucht worden, 
um festzustellen, wie weit sie durch den Grad der Verfettung beeinfluBt 
werden!. Sehr viel weniger bekannt ist der O,-Verbrauch fettig ent- 
arteter Lebern. So sinkt nach Califano? der Qo,-Wert von Leber- 
schnitten phosphor-vergifteter Ratten, wihrend er bei Kaninchen erhoht 
ist. Nach Ennor? ist der O,-Verbrauch von Lebern CCl,-vergifteter 
Meerschweinchen betrichtlich gesteigert und Zéllner und Groébl* 
fanden die O,-Aufnahme von Leberhomogenaten CCl,-vergifteter Mause, 
verglichen mit Normaltieren, nur gering gesenkt. 

Nun ist die durch Vergiftung erzeugte Fettleber sicherlich wenig 
eindeutig. Die Vergiftung kann zu vielfaltige Schaidigungen setzen, die 
dazu im Einzelfall stark schwanken. Verfettungen, die auf Grund von 
Mangelernahrung stets und sicher ohne sonst sichtbare Schidigungen 
der Tiere immer wieder erzeugt werden kénnen, ergeben eine bessere 
Grundlage zum Studium von allgemeinen und gezielten Stoffwechsel- 
stérungen der Leber. Der O,-Verbrauch von Gewebeschnitten ist eine 
Gr6Be, an der sich die Unversehrtheit des Stoffwechsels und gegebenen- 
falls die noch erhaltene Aktivitit gut messen lassen. Er stellt eine all- 
gemein brauchbare MeBgréBe dar, die als ,,Aktivititskapazitit® in 
vielen Beobachtungen eine gute Basis zum Vergleich darstellt. In Ver- 
bindung mit einer sicheren statischen GréBe 1é8t der O,-Verbrauch 
St6érungen verschiedenen Grades besonders gut charakterisieren. Legt 
man jedoch bei Fettlebern das fiir Atmungsmessungen sonst gebriuch- 
liche Trockenendgewicht als BezugsgréBe zugrunde, so wird diese Basis 
dadurch verfalscht, daB die Fettleber wechselnde Mengen Fett ein- 
gelagert hat, das sich nicht an der Atmung beteiligt. Der N-Gehalt als 
Bezugsbasis ist dagegen geeigneter, obwohl auch bei ihm nicht sicher 


1 §. DiBella, Boll. Soc. ital. Biol. sperim. 26, 167 [1950]; A. De Barbieri 
u. M. Grassi, ebenda 26, 879 [1950]; H. Bénard, A. Gajdos u. S. Gajdos- 
Torok, C. r. Séances Soc. Biol. Filiales 144, 762 [1950]; R. D. Hawkins u. M. T. 
Nishikawara, Biochem. J. 48, 276 [1951]; L. L. Miller, J. biol. Chemistry 186, 
253 [1950]. 

2 L. Califano, Biochem. Z. 289, 354 [1937]. 

3 A. H. Ennor, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 20, 73 [1942]; A. H. Ennor 
u. L. A. Stocken, Nature [London] 159, 308 [1947]. 

4 N. Zéllner u. H. Grébl, diese Z. 290, 177 [1952]. 
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ist, ob sich der aktive Ferment-EiweiBanteil im gleichen Verhaltnis Ex 
geindert hat, wie der des Struktureiweifes und der des Lipoid-N. Eine die 
Fettleber, durch eiweiBarme und fettreiche Kost erzeugt, enthalt zwar erh 
prozentual weniger Leber-N als normal®, aber der Gesamt-N der Leber 
bleibt nahezu unverandert. Die N-Verminderung ist also nur relativ, 
hervorgerufen durch die mit der starken Fetteinlagerung einhergehen- 
den LebervergréBerung. Man kénnte daher unterstellen, daB das Ver- 
haltnis von Gesamt- zu Fermenteiweifs annahernd gleich geblieben ist 
und der N-Gehalt des Lebergewebes fiir Atmungsmessungen von ver- U1 
fettetem Lebergewebe brauchbar ist. zu 
Die Atmungsversuche mit Schnitten verfetteter Maiuse- und Ratten- de 
lebern sollten klaren, ob die O,-Aufnahme 1. charakteristisch von der wu 
Norm abweicht, 2. wie sie sich zur relativen N-Reduktion des Leber- un 
gewebes verhalt und 3. wie sich die Zugabe lipotroper Substanzen in mi 
vitro auswirkt. Gleichzeitig wurde auch die O,-Aufnahme anderer K6r- un’ 
pergewebe untersucht (Zwerchfell), um zu entscheiden, ob die Stoff- gra 
wechselstérung durch Mangel an lipotropen Substanzen allgemein ist, 
oder ob sie sich hauptséchlich auf die mit Fett infiltrierte Leber er- - 
streckt. 
Methodik: Leberverfettung: WeiBe Maiuse von 16—22 g und weiBe Ratten 
von 60—120g Gewicht erhielten 7—8 Tage bzw. 21—28 Tage ad libitum eine Diat — 
nach Welch und Welch’, gering modifiziert, bestehend aus 47,5°% Glucose, Ges 
38°, Rindertalg, 5° Casein, 1,5°/ frischer Backerhefe, 2°/, Fischlebertran, 4° q 
Salzgemisch’ und 2°/, Agar. Die Vergleichstiere erhielten Normalkost. oe 
Gewebeschnitte: Die Tiere wurden im Kiihlraum bei 0—3°C nach Decapi- Ges 
tieren entblutet, die Lebern oder Zwerchfelle méglichst rasch entnommen und kurze Wa 
Zeit in eiskalter Ringerlésung gewaschen. Die weitere Behandlung der zu den %1 
Atmungsversuchen benutzten Gewebeschnitte war wie friiher beschrieben®. 
Suspensionsfliissigkeit und BezugsgréBe: Als Suspensionsfliissigkeit wurde %1 
eine K*- und PO,-reiche modifizierte Ringerlésung, meist mit 0,01-m. Na-Pyruvat T 
als Atmungssubstrat benutzt®. Angabe des Qo, in ml O,/g Trockengewicht u. h. Ath 
Bei den Fettleberschnitten wurde das Trockengewicht mit einem Korrekturfaktor te 
versehen (s. Ergebnisse). Bei den Leberversuchen kamen in jedes Glaschen 1—3 g 
Leberschnitte von von 1,5—3,5mg Gesamtgewicht. Bei den Mausezwerchfell- 
versuchen wurde jedes Glaschen mit einem Hemidiaphragma von 2—4 mg Trocken- 
gewicht beschickt. Von Rattenzwerchfellen wurde nur die hintere Halfte benutzt, 
da hier die Atmung héher und gleichmafiger war als im vorderen Abschnitt. In zu 
jedes Glischen kam ein Zwerchfellanteil von 2—4 mg Trockengewicht. 
Gesamtfettbestimmung: Die Lebern wurden frisch gewogen, anschlieBend Mai 
36 Stdn. bei 100°C getrocknet und erneut gewogen. Ca. 100 mg der pulverisierten ie 
Trockenlebersubstanz wurden in einem Mikrosoxhlet 6—8 Stdn. mit wasserfreiem 
Ather extrahiert und der Riickstand nach Abdunsten des Athers auf der Mikro- sh 
paces oe ae ( 
5 M.E.Dumm, E.P.Ralli, H. Gersberg u. B. Laken, J. Nutrit. 47, hal 
11 [1952]; N. Bargoni, Experientia [Basel] 7, 104 [1951]. geg 
6 A.D. M. Welch u. M.S. Welch, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 89, 5 [1938]. eg 
7 Th. B. Osborne u. L. B. Mendel, J. biol. Chemistry 87, 572 [1919]. 
8 H. Frunder, diese Z. 291, 184 [1952]. 
® von H. Aebi, in Helv. physiol. Acta 8, 525 [1950]; Experientia [Basel] 7, AY 
346 [1951] ist schon friiher eine ahnlich zusammengesetzte K-reiche Ringerlosung y 
beschrieben worden. 
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waage ausgewogen. Nach Lustig und Mandler!® werden bei dieser Form der 
Extraktion nur etwa 90° der Organlipoide erfaBt. Fiir unsere Versuche erschien 
dies ausreichend. Bei der statistischen Auswertung von 62 Doppelbestimmungen 
erhielten wir eine Standardabweichung von + 4%. 

Der N-Gehalt wurde in der Trockenlebersubstanz mittels Mikrokjeldahl 
mit K,SO, und CuSO, (20: 1) als Oxydationskatalysator und Borsiure als Vorlage- 
flissigkeit bestimmt. 


Ergebnisse 

I. Atmung von Miauseleber- und -zwerchfellschnitten: Um 
zunachst das AusmaB von Leberverfettung und relativer N-Reduktion 
zu charakterisieren, wurden bei normalen Tieren Wasser-, N-Gehalt und 
der Anteil an Aather-léslichen Bestandteilen bestimmt. Diese Werte 
wurden mit denen solcher Tiere verglichen, die 7 Tage eine eiweiBarme 
und fettreiche Kost erhalten hatten (s. Tab. 1). Unsere Werte stimmen 
mit denen aus der Literatur! gut tiberein und zeigen, da die Mause 
unter unseren Versuchsbedingungen schnell und sicher einer hoch- 
gradigen Leberverfettung verfallen. 


Tab. 1. Leberzusammensetzung weiBer Mause von 16—22 g Gewicht. 








Nocmeliost nach 7-tagig. Fiitterung m. 
Mangelnahrung 
(Mittel aus 7 Doppelbest.) | (Mittel aus 10 Doppelbest.) 
Gesamtgewicht . . . 0,85 g (0,67—0,89) 1,18 g (0,97—1,48) 
Gesamtfettgehalt . . 0,032 g (0,026 —0,043) 0,28 g (0,16—0,46) 
Gesamt-N ..... 0,026 g (0,019—0,031) , 0,025 g (0,021—0,034) 
Wassergehalt. .. . 72,4%  (69,8—74,5) 62,0°%, (55,4—69,1) 
% N-Gehalt bez. auf 
Feuchtgewicht . . 3,0%  (2,7—3,3) 2,17% (1,9—2,7) 
% N-Gehalt bez. auf 
Trockengewicht . 10,87% 5,71% 
Atherldsliche Bestand- 
teile bez. auf Feucht- 
gewicht ..... 3,8%  (2,8—4,6) 22,49  (14,1—30,7) 








Die Atmungswerte von Schnitten verfetteter Lebern im Vergleich 
zu solchen von Normaltieren zeigt Tab. 2. 


Wie friiher war auch in unseren jetzigen Versuchen mit normalen 
Mauseleberschnitten die modifizierte K*- und PO,-reiche Ringerlésung 
der gebréuchlichen Phosphatringerlésung wieder tiberlegen. Die O,- 
Aufnahme war im ersteren Medium um 36% hoher verglichen, mit der im 
Phosphatringer. Sie ist von gleicher GréBe wie die héchsten fiir serum- 
haltige Suspensionsfliissigkeiten und fiir Medium II von Krebs™ an- 
gegebenen Werte. 


10 B. Lustig u. E.Mandler, Biochem. Z. 249, 344 [1932]. 

11H. K. Barenscheen u. D. Papadopoulou, diese Z. 284, 236 [1949]; 
A. P. Platt, Biochem J. 88, 505 [1939]. 

12H. A. Krebs, Biochim. biophysica Acta 4, 249 [1950]. 
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Tab. 2. Qo, (bez. auf Trockenendgewicht) weiBer Mause von 16—22 g Gewicht. 











Normale Leberschnitte Fettleberschnitte 
Mittelw. Standardabw.| Mittelw. Standardabw. 
Modifizierte PO,- 
Ringerlés. m. m/100 
Na-Pyruvat ... 21,9 + 0,5 2,9 6,3 + 0,27 2,0 
(29 Best.) (55 Best.) 
mod. PO,-Ringerlés. 
ohne Na-Pyruvat . 14,5 (4 Best.) 6,7 (4 Best.) 
PO,-Ringerlés. mit 
m/100-Na-Pyruvat 16,1 (5 Best.) _ 
Mod. PO,-Ringerlés. 
mit m/100-Na-Py- 
ruvat und m/100- 
Na-Succinat ... 48,1 (5 Best.) 23,6 (8 Best. ) 





Weiter ist aus Tab. 2 zu ersehen, dafB im Gegensatz zu den mit Le- 
bergiften hervorgerufenen Fettablagerungen bei der diatetisch aus- 
gelosten Leberverfettung die O,-Aufnahme der Schnitte nur noch 30%, 
der Normalatmung betrigt. Diese auf das End-Trockengewicht be- 
zogenen Qo,-Werte bediirfen allerdings der Fettkorrektur, um vergleich- 
bare Werte zu geben. Bei der Fettleber sinkt der prozentuale N-Gehalt 
um etwa 27%. Da der Gesamt-N-Gehalt jedoch, verglichen mit Normal- 
lebern, ungefahr gleich geblieben ist (s. Tab. 1), kann man den Gas- 
wechsel von normalen und verfetteten Leberschnitten unmittelbar auf 
den N-Gehalt der Trockengewichte beziehen. Der N-Gehalt von nor- 
malem trocknen Lebergewebe betrigt 10,78°%, der des Fettlebergewebes 
nur 5,71%. Um das verfettete Lebergewebe mit dem Normalwert ver- 
yleichbar zu machen, kann man den gewonnenen Qo,-Wert mit dem 
N-Verhaltniswert (Faktor 1,89) multiplizieren. Der Qo, von normalem 
Lebergewebe ist 21,9, der korrigierte Wert des Fettlebergewebes dann 
11,9 (Mittelwerte). Es zeigt sich auch nach dieser vorgenommenen Kor- 
rektur, da die O,-Aufnahme von Fettleberschnitten im Vergleich zu 
normalen Schnitten um etwa 45% gesenkt ist. Die Fetteinlagerung in die 
Leberzellen setzt also die O,-Aufnahme ganz betrachtlich herab. Aus 
den Einzelversuchen ]aBt sich weiterhin ablesen, daB8 Herabsetzung des 
O,-Verbrauches und Ausmaf der Leberverfettung weitgehend parallel 
gehen. Bei Lebern mit starkster Fetteinlagerung findet man die auBerst 
niedrigen Qo,-Werte von 3—4 (unkorr.), bei maBiger Fetteinlagerung 
dagegen solche von 8—9. 

In weiteren Versuchen wurden einige Tiere nach Ausbildung einer 
Fettleber wieder auf Normalkost gesetzt und anschlieBend gepriift, wie 
rasch sich Leberverfettung und herabgesetzte O,-Aufnahme normali- 
sieren. Nach etwa 8 Tagen schon ist die Leber wieder normal zusammen- 
gesetzt und hat normale O,-Aufnahme. Auch wihrend der Regeneration 
geht die Normalisierung der O,-Aufnahme mit der Abnahme der Fett- 
einlagerung parallel. 
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Zusatz von Cholin bis 10-?-m. Endkonz. beeinfluBte die Atmungs- 
werte von Fettleberschnitten nicht. Daraus ist zu schlieBen, daB die 
Ursache der verminderten O,-Aufnahme nicht in einem direkten Cholin- 
mangel des Gewebes liegt. Dieser Befund war zu erwarten, da ja nach- 
gewiesen ist!*, daB auch stark verfettetes Lebergewebe durchaus nor- 
male Cholinwerte aufweist. 

Weiterhin wurde am Zwerchfell untersucht, ob bei Mausen mit 
Leberverfettung die O,-Aufnahme des peripheren Gewebes charakte- 
ristische Abweichungen von der Norm aufweist. Die in Tab. 3 darge- 
stellten Ergebnisse zeigen, daB trotz hochgradiger Leberverfettung die 
O,-Aufnahme von Zwerchfellschnitten im Vergleich zu Normaltieren 
unverandert ist. 

Tab. 3. Qo, von Zwerchfellschnitten (bez. auf Endtrockengewicht) weiBer Maiuse 
17—19 g Gewicht. 
Normale Tiere Fettlebertiere 
Mittelw. Standardabw. | Mittelw. Standardabw. 








Modifiz. PO,-Ringerlés. 
m/100 Na-Pyruvat 32,0 + 0,7 352 36,0 + 0,8 3,75 

(20 Best.) (18 Best.) 

Modifiz. PO,-Ringerlés. 
ohne Atmungssub- 








as 14,9 (4 Best.) 12,5 (4 Best.) 
PO,-Ringerlés. mit 
m/100-Na-Pyruvat 22,9 (12 Best.) - 


Die Werte von Zwerchfellschnitten leberverfetteter Mause liegen 
im Mittel zwar deutlich hoher als die normaler Tiere. Bei der relativ 
groBen Streuung der Einzelwerte und der Kleinheit des Materials scheint 
es uns jedoch nicht berechtigt, Zufalligkeiten ausschlieBen und bei Fett- 
lebertieren von erhéhten Atmungswerten sprechen zu kénnen. Auch bei 
dieser Versuchsreihe war die O,-Aufnahme in der modifiz. PO,-Ringerlé- 
sung deutlich hoher als in der gebrauchlichen PO,-Ringerlésung. 


II. Atmung von Rattenleberschnitten: Bei Ratten fanden 
wir nach 3—4 Wochen eiweiBarmer und fettreicher Kost im Prinzip 
ahnliche Verainderungen der Leberzusammensetzung, wie dies vorher 
bei Mausen beschrieben wurde. Der prozentuale Anteil an ather-léslichen 
Substanzen, bezogen auf Feuchtgewicht, schwankte allerdings erheblich 
zwischen 8,4 und 27,4%, der N-Gehalt war rund 2,6%, der Wasser- 
gehalt lag zwischen 54 und 70%. Der Yo, von Leberschnitten normaler 
Tiere war 17,6 (Mittel aus 10 Bestimmungen), der von Fettlebertieren 
unkorrigiert 5,1 (Mittel aus 14 Best.). Auch bei Ratten bewirkt also 
Fetteinlagerung in die Leberzellen eine starke Schaidigung der Sauer- 
stoffaufnahme, etwa im gleichen Umfang, wie es fiir Mauselebern ge- 
nauer analysiert wurde. 





“13-2, W. Stetten jr. J. biol. Chemistry 142, 629 [1942]. 
Hopp»-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 295 6 
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III. Einflu8 verschiedener Oxydationssubstrate auf den 
Qo,: Um Anhaltspunkte iiber die méglichen Ursachen der Atmungs- 
schadigung zu erhalten, wurden der Suspensionsflissigkeit verschiedene 
Oxydationssubstrate zugesetzt und gemessen, in welchem Umfang diese 
Zusatze die O,-Aufnahme veranderten. 

Na-Succinat in 10-*-m. Endkonzentration steigert die O,-Aufnahme 
normaler Mauseleberschnitte um mehr als das Doppelte und diejenige 
von Fettleberschnitten um fast das Vierfache (s. Tab. 2). Bei Ratten- 
lebern fanden sich im Prinzip die gleichen Veranderungen. Aus den 
vorher besprochenen Griinden mu zur Angleichung des N-Gehaltes 
der aus Fettleberschnitten erhaltene Qo,-Wert mit dem Faktor 1,89 
multipliziert werden. Der Qo, normaler Leberschnitte ist 48,1, derjenige 
von Fettleberschnitten nach Korrektur 44,6. Dieses Ergebnis erlaubt 
unter gewissem Vorbehalt den SchluB, daB die Atmungskette der Bern- 
steinséure-Dehydrase trotz der schweren Schidigung der Grundatmung 
nicht beeintrachtigt ist im Vergleich mit Normalschnitten. Nach An- 
gleichen des N-Gehaltes im Fettlebergewebe an den des normalen 
Schnittes ist die O,-Aufnahme unter SuccinateinfluB bei beiden an- 
nahernd gleich. Daraus laBt sich weiter ableiten, daB Vergleichsbe- 
stimmungen unter Zugrundelegen des gleichen N-Gehaltes als Bezugs- 
groBe gut zu verwenden sind. Im Gegensatz zu den erheblichen At- 
mungssteigerungen nach Succinatzusatz erbrachten weitere Versuche 
mit Zusitzen von Na-Salzen, der Fumarsiure, Apfelsiure, Asparagin- 
siure, Glutaminsiéure, Glucose und Brenztraubensiéure bis m/100-End- 
konzentration keine sichere Beeinflussung der O,-Aufnahme von Fett- 
leberschnitten. Selbst Anwesenheit von m/100-Na-Pyruvat in der Sus- 
pensionsfliissigkeit, die bei normalen Miauseleberschnitten den Qo, um 
30—40% steigert (s. Tab. 2), blieb bei den Fettleberschnitten ohne 
sicher reproduzierbaren Einflu8 auf die GréBe der O,-Aufnahme. Dieser 
Befund ist insofern interessant, als er gewisse Vermutungen iiber die 
Ursachen der Atmungsschidigung zuliBt. 

Die Bernsteinsiure wird nach neueren Ergebnissen! nicht durch 
DPN-Fermente, sondern durch Himinfermente dehydriert. Und diese 
Oxydationskette ist nach diesen Ergebnissen bei Fettleberschnitten 
trotz schwerer Schidigung der Grundatmung offensichtlich nicht beein- 
trichtigt. Da Fumarsaure in gleicher Konzentration die Atmung un- 
beeinfluBt 14Bt, kann weiter angenommen werden, daB die auf Bern- 
steinsiurezugabe eintretende Atmungssteigerung durch Dehydrierung 
allein hervorgerufen wird. Die dabei entstehende Fumarsiure wird ver- 
mutlich nicht weiter verwertet. 

Die Veratmung der iibrigen gepriiften Substrate ist dagegen ent- 
weder primar oder auf einer spiteren Stufe der Oxydationskette DPN- 


4 R.F.Furchtgott u. E.Shore, J. biol. Chemistry 175, 201 [1948]; 
E.C. Slater, Biochem. J.45, 14 [1949]; A.N. Happenheimer jr. u. E. D. 
Hendee, J. biol. Chemistry 180, 597 [1949]; C. L. Tsou, Biochem. J. 49, 512 
[1951]. 
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abhingig. Da alle diese Substrate die Atmung unbeeinfluBt lassen, ist 
zu vermuten, daB die Grundatmung im Falle der Leberverfettung durch 
Stérung pyridinnucleotid-haltiger Fermente herabgesetzt war. Dies ist 
um so naheliegender, als eine Fiille neuerer Beobachtungen immer wieder 
auf die auBerordentliche Labilitat dieser Fermentketten hinweist. 


Zusammenfassung 


1. Die O,-Aufnahme von Leberschnitten, die durch Mangelnahrung 
verfettet sind, ist gegeniiber normalen Tieren um 70% herab- 
gesetzt, wenn das Trockenendgewicht, und um 45% herabgesetzt, 
wenn der N-Gehalt BezugsgréBe ist. 

2. Der O,-Verbrauch von Zwerchfellen geschidigter und normaler 
Tiere ist gleich groB. 

3. Zusatz von Succinat gleicht die Atmungswerte der geschidigten 
Lebern an die normale O,-Aufnahme an. Die Haminfermente 
scheinen demnach intakt zu sein. 

4. Fumarsaure, Apfelsiure, Asparaginsiure, Glutaminsaiure, Glucose 
und Brenztraubenséure beeinflussen dagegen die herabgesetzte 
Atmung nicht. Es scheint die Atmungsstérung in der DPN-Fer- 
mentkette zu liegen. 


Zink und Insulin im Pankreas von Knochenfischen 
Von 
Giinther Weitzel, Franz-Josef Strecker, Ursula Roester, 
Anna-Maria Fretzdorff und Eckhart Buddecke 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der 
Max-Planck-Gesellschaft, Gédttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Juli 1953) 
Herrn Professor Thomas zum 70. Geburtstage gewidmet 


Scott und Fisher? berichteten 1938 tiber Bestimmungen des In- 
sulin- und Zinkgehaltes von 18 diabetischen und 14 nicht-diabetischen 
menschlichen Pankreasdriisen. Sie kamen zu dem Ergebnis, daB im 
Durchschnitt der Insulingehalt diabetischer Driisen nur ein Viertel, der 
Zinkgehalt nur die Halfte der bei nicht-diabetischen Driisen gefundenen 
Werte ausmacht. Nach den von Scott und Fisher! mitgeteilten Zink- 
analysen soll der mittlere Zinkgehalt der nicht-diabetischen Driisen 
140 y Zink/1 g Pankreas, der diabetischen dagegen nur 70 y Zink/1 g 
Pankreas betragen. Diese Werte, die mit einer nicht naher beschriebenen 


1D. A. Scott u. A.M. Fisher, J. clin. Invest. 17, 725 [1938]. 
6* 
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spektrographischen Methode erhalten wurden, sind sicherlich viel zu 
hoch; sie entsprechen nach einer Schitzung von Vallee und Alt- 
schule*® etwa dem drei- bis sechsfachen des wirklichen Zinkgehaltes, 
wobei der durchschnittliche Zinkgehalt der meisten Organe mit 20 bis 
30 y Zink/1 g Frischgewicht anzusetzen ist. 

Bei einer Nachprifung der Angaben von Scott und Fisher! 
kamen Eisenbrand und Sienz* an Hand von 47 diabetischen und 
53 nicht-diabetischen Pankreasdriisen zu wesentlich anderen Ergeb- 
nissen: Der mit einem Dithizonverfahren ermittelte Zinkgehalt belief 
sich im Durchschnitt bei nicht-diabetischen Driisen auf 30,6 y Zink, 
bei diabetischen Driisen auf 25,3 y Zink pro 1 g fettfreie Driise. Aus 
diesen beiden Mittelwerten ergibt sich eine Differenz von nur 5,3 y Zink, 
welche, wie die statistische Behandlung der Befunde zeigt, keine reale 
Bedeutung hat, denn sie liegt innerhalb der natirlichen Streuungs- 
grenzen. Eisenbrand und Sienz® schlossen daher aus ihren Analysen, 
daB diabetische und nicht-diabetische Driisen sich im Zinkgehalt prak- 
tisch nicht unterscheiden und da iiberhaupt eine Ausnahmestellung des 
Pankreas hinsichtlich des Zinkgehaltes nicht zu erkennen ist, da die 
Driise nicht mehr Zink enthalt als die meisten anderen Organe auch. 
Damit war der von Scott und Fisher! gemachte Versuch, den unter- 
schiedlichen_Insulingehalt diabetischer und nicht-diabetischer Drii- 
sen inZusammenhang mit ihrem Zinkgehalt zu bringen, als gescheitert 
anzusehen. Trotzdem blieb die Frage nach physiologischen Zusam- 
menhangen zwischen Zink und Insulin weiterhin offen, denn Ausgangs- 
punkt der Arbeit von Scott und Fisher war die von ihnen selbst‘ er- 
hobene, einwandfrei gesicherte Feststellung enger chemischer Be- 
ziehungen zwischen Insulin und Zink. 

Nachdem sich die Befunde und Folgerungen von Scott und 
Fisher! auf Grund der Arbeit von Eisenbrand und Sienz? als nicht 
haltbar erwiesen hatten, wurde wenig spiter ein entscheidender Fort- 
schritt erzielt: Okamoto® fihrte mit histochemischer Methodik den 
Nachweis, daB in den Langerhansschen Inseln verschiedener 
Wirbeltiere (auch des Menschen) Zink enthalten ist und in Be- 
ziehung zum Kohlenhydratstoffwechsel steht. Dieses ,,Insel-Zink“ 
nimmt beim hungernden Tier an Menge zu, bei kohlenhydratreicher 


Inseln, wihrend es bei Fett- und Eiweib-Fiitterung kaum abnimmt. 
Diese fiir die Insulinforschung héchst bedeutungsvollen Befunde (die 
noch vor der Entdeckung des Alloxandiabetes® erhoben wurden!) 


2 B.L. Vallee u. M. D. Altschule, Physiol. Rev. 29, 370 [1949]. 

3 J. Eisenbrand u. M. Sienz, diese Z. 268, 1 [1941]. 

4D. A. Scott, Biochem. J. 28, 1592 [1934]; D. A. Scott u. A. M. Fisher, 
Biochem. J. 29, 1048 [1935]. 

5 K. Okamoto, Transactiones Soc. pathol. japon. 82, 99 [1942]; 38, 247 
[1943]. 
6 J.S. Dunn, H. L. Sheehan u. M. McLetchie, Lancet 1948, 484. 


Diat verschwindet es, offenbar zusammen mit dem Insulin, aus den © 
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fiihrten Okamoto’ zur Aufstellung seiner ,,Zinktheorie des Diabetes“, 
welche die teils diabetogene, teils Diabetes verhindernde Wirkung zink- 
affiner Substanzen behandelt. Die daraufhin von seinem Mitarbeiter 
Kadota®, von Okamoto selbst® und von anderen japanischen Au- 
toren® ausgefiihrten Untersuchungen tiber die Einwirkung zahlreicher 
injizierter zinkbindender Reagenzien auf das Inselorgan erregten groBes 
Aufsehen, da sie zur Erkenntnis der diabetogenen Eigenschaften ge- 
wisser (aber durchaus nicht aller) zinkaffiner Substanzen fihrten, eine 
mégliche Deutung des Alloxandiabetes erlaubten und diesem eine Reihe 
weiterer experimenteller Diabetesformen zur Seite stellten. Die Befunde 
der japanischen Autoren sind inzwischen bestatigt und erweitert 
worden?®, 

Der wesentliche Fortschritt, den Okamoto® mit dem Nachweis der 
Zinkanreicherung im Inselgewebe erzielen konnte, beruht letztlich dar- 
auf, daB die histochemische Methodik eine isolierte Untersuchung der 
Langerhansschen Inseln gestattet, wahrend die chemische Analyse des 
Gesamtpankreas stets auch den Zinkgehalt des exokrinen Gewebes mit 
einschlieBt. Wenn man bedenkt, daB die Menge des Inselgewebes nur 
etwa 2% des Gesamtpankreas betriigt, so erscheinen die von verschie- 
denen Autoren unternommenen Versuche a priori als aussichtslos, aus 
dem Zinkgehalt des Gesamtpankreas Riickschliisse auf den Zinkgehalt 
der Inseln zu ziehen. 


Dies geht bereits aus folgender einfacher Uberlegung hervor: Es handele sich 
um ein 100 g schweres Pankreas, von dem 98 g auf exokrines und 2 g auf endokrines 
Gewebe entfallen sollen. Der Zinkgehalt sei im exokrinen Gewebe 30 y Zink/1 g 
Frischgewicht, im endokrinen Gewebe zunichst 100 y Zink/1 g Frischgewicht. 
Dann betragt der Zn-Gehalt des Gesamtpankreas 31,4 y Zn/1 g. Nimmt man an, 
daB als Folge von Stoffwechselvorgingen der Zinkgehalt der Inseln auf das Zehn- 
fache ansteigt, also auf 1000 y Zn/1 g, so erhéht sich dadurch der Zinkgehalt des 
Gesamtpankreas auf 49,4 y Zn/1 g. Dieser Wert liegt jedoch immer noch innerhalb 
der normalen biologischen Schwankungsbreite und entspricht noch nicht einem 
,zinkreichen‘’ Gewebe, so daB selbst die angenommene zehnfache Erhéhung des 
Inselzinks von dem Ubergewicht des exokrinen Gewebes verschleiert wird. Erst 
wenn man dem Inselzink einen hypothetischen Schwankungsbereich zwischen 1000 
und 10000 y Zink pro 1g Frischgewicht zuschreibt, tritt die stérende Ballast- 
wirkung des exokrinen Gewebes in den Hintergrund. Dabei ist jedoch Voraus- 
setzung, daB eine Zu- oder Abnahme des Inselzinks nicht etwa auf Grund von 
Zinkverschiebungen innerhalb des Pankreas mit entgegengesetzten Vorgangen im 
exokrinen Anteil verkniipft ist. 


Diese Uberlegung zeigt, daB Zinkanalysen des Gesamtpankreas 
nur sehr bedingt oder gar nicht AufschluB8 iiber die im Inselgewebe 
vorhandenen Zinkmengen geben kénnen. Dies geht auch aus einer Arbeit 


7 K. Okamoto, Acta Scholae Med. Univ. Imp. Kioto 27, 43 [1949]. 

8 J. Kadota; J. Lab. clin. Med. 35, 568 [1950]; J. Kadota u. O. Midori- 
kawa, J. Lab. clin. Med. 38, 671 [1951]. 

® J. Biochem. 89, 17 [1952]. 

10 Siehe hierzu die Arbeiten von H. Wolff, H. Maske, B.Stampfl u. 
F. Baumgarten, Naunyn. Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 216, 440, 
457 [1952]. 
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von Maske” iiber Inselzink und seine Beziehungen zur Inselfunktion 
hervor: Sicher vorhandene Differenzen in der Menge des Inselzinks bei 
verschieden vorbehandelten Kaninchen lieBen sich durch quantitative 
Bestimmungen des Gesamtpankreas-Zink nicht nachweisen. 


Wahrend das Vorhandensein von Zink in den Langerhansschen 
Inseln auf Grund der Befunde von Okamoto® seit mehr als 10 Jahren 
feststeht, fehlen bis heute Angaben dariiber, wieviel Zink sich in den 
Inseln befindet, da die histologischen Methoden hieriiber keine genauen 
quantitativen Aussagen erlauben und auBerdem eine mit den zur Dar- 
stellung benutzten Komplexbildnern reaktionsfaihige Zinkbindung voraus- 
setzen, Zinkanalysen des Gesamtpankreas aber nicht zum Ziele fiihren 
(s. o.). Um diese Liicke zu schlieBen, haben wir die Inselorgane von 
Knochenfischen untersucht, bei denen exokrines und endokrines Pan- 
kreas von Natur her mehr oder weniger weitgehend voneinander ge- 
trennt sind. Es handelt sich dabei nicht um eine vollstindige Trennung 
des exokrinen vom endokrinen Gewebe, jedoch findet man je nach Fisch- 
art eine zum Teil sehr hohe Anreicherung des Inselgewebes, vor allem in 
den gut zu praparierenden sog. ,,Hauptinseln“. 


Fiir die Insulinforschung stellen die Inselorgane von Fischen ein klassisches 
Material dar, welches in den letzten 50 Jahren Gegenstand zahlreicher Unter- 
suchungen war. 1899 wies Diamare” nach, da bestimmte, bereits langer bekannte 
Zellgruppen in der Bauchhéhle von Teleostiern den Langerhansschen Inseln der 
héheren Wirbeltiere entsprechen; 1904 stellte er!* aus den Inselorganen von 
Lophius piscatorius und Scorpaena scropha Extrakte her, um die vermutete endo- 
krine Funktion der Inseln im Kohlenhydrat-Stoffwechsel zu priifen. Rennie 
beschrieb die bei einigen Knochenfischen regelmaBig vorhandene, besonders groBe 
und gut vom exokrinen Gewebe abgegrenzte ,,Hauptinsel‘‘ und verwandte bereits 
seit 1902 Extrakte aus dem Inselgewebe von Seeteufeln in der menschlichen 
Therapie, allerdings ohne deutlichen Erfolg. Spiter untersuchte McCormick” 
Topographie und Struktur der Inseln bei 90 Fischarten. 

Nach der Entdeckung des Insulins fiihrte Macleod’ durch Extraktion des 
Inselgewebes sowie des exokrinen Gewebes vom Seeteufel und von anderen Knochen- 
fischen den direkten Beweis, da8 das Hormon nur vom Inselorgan produziert wird. 
Er stellte als erster Fischinsulin her, welches in iiberraschend groBer Menge und 
Reinheit anfiel; dagegen war es nicht méglich, aus inselfreiem, exokrinem Gewebe 
Insulin zu gewinnen!’. Jensen und Mitarbb.1® waren die ersten, denen die Her- 
stellung von kristallisiertem Fischinsulin gelang. Im Vergleich zur Insulinherstellung 
aus Saéugetierpankreas bietet die Gewinnung von Insulin aus Fisch-Inselorganen 
wegen der viel geringeren exokrinen Ballastmengen wesentliche Vorteile, doch 
bereitet die Sammlung des Materials gréBte Schwierigkeiten. Man hat die Méglich- 


11H. Maske, Z. Naturforschg. 8b, 96 [1953]. 

12 V. Diamare, Int. Mschr. Anatom. Physiol. 16, 155 [1899]. 

13 V. Diamare u. A. Kuliabko, Zbl. Physiol. 18, 432 [1904]. 

4 J. Rennie, J. Anatom. Physiol. 37, 375 [1903]; J. Rennie u. Th. Fraser, 
Biochem. J. 2, 7 [1907]. 

15 N. A. McCormick, Trans. Roy. Canad. Inst. 15, 57 [1924]. 

16 J.R. Macleod, J. metabol. Res. 2, 149 [1922]. 

17 J.R.Macleod, Kohlenhydratstoffwechsel u. Insulin, Berlin, Springer- 
Verlag 1927, S. 28—44. 

18 H. Jensen, O.Wintersteiner u. K.Geiling, J. Pharmacol. exp. 
Therapeut. 36, 115 [1929]. 
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keit industrieller Verwertung jedoch ernsthaft erwogen!® und in Deutschland 
sogar praktisch in Gang zu bringen versucht”®, 

(Auf weitere Arbeiten iiber Fisch-Insulin und Inselorgane von Knochen- 
fischen gehen wir unten in ,,Diskussion der Ergebnisse“ ein.) 

Unsere Untersuchungen, iiber die wir in der vorliegenden Arbeit 
berichten, gingen von der vorstehend behandelten und bisher unge- 
klirten Frage aus, welche Zinkmengen sich in den Inseln be- 
finden und inwieweit diese zu den zinkreichen Organen zu rechnen sind. 
Zu diesem Zwecke ermittelten wir mit Hilfe einer von uns” ausge- 
arbeiteten Methode zur Bestimmung kleiner Zinkmengen in biologischem 
Material den Zinkgehalt im Pankreas verschiedener Knochenfische. Zu- 
gleich stellten wir aus den Fischdriisen Insulinpriparate her und be- 
stimmten deren Zinkgehalt sowie die Blutzuckerwirkung am Kaninchen. 
Dadurch war es méglich, die im Fisch-Inselgewebe vorhandenen Insulin- 
mengen abzuschitzen und zum Zinkgeahlt der Inseln in Beziehung zu 
setzen. Die ungefihre Bestimmung des mengenmaBigen Verhalt- 
nisses von Zink zu Insulin im Inselgewebe gestattete erst- 
malig die Beantwortung einer anderen, bis jetzt ungelésten Frage?®: 
ob und in welchem MaBe im Inselgewebe das Zink gegentiber dem 
Insulin ,,iiberschiissig“ ist. Parallele Untersuchungen am exokrinen, 
ganz oder weitgehend inselfreien Fischpankreas lieferten dabei wertvolle 
Vergleichsméglichkeiten. Im Kaninchentest richteten wir die zeitliche 
Reihenfolge der Blutentnahmen so ein, daB auch etwa vorhandene 
initiale Blutzuckersteigerungen erkennbar waren, so daB wir 
zugleich Hinweise erhielten auf das ebenfalls noch ungeklarte Vor- 
kommen blutzuckersteigernder Substanzen (Glukagon, HG-Faktor) 
in den Pankreasextrakten von Knochenfischen. Unsere Untersuchungen 
erstreckten sich auf folgende Knochenfisch-Arten: Goldbarsch oder 
Rotbarsch (Sebastes marinus), Seeteufel (Lophius wpiscatorius), Ge- 
fleckter Katfisch (Anarrhichas minor Olafs), Kabeljau (Gadus morrhua), 
Schellfisch (Gadus aeglefinus), Seelachs oder Kohler (Gadus virens), 
Blauer Leng (Molva byrkelange Walb.), Heilbutt (Hippoglossus vulgaris), 
Steinbutt (Rhombus maximus) und Flunder (Pleuronectes flesus). Die 
Zahl der praparierten Fische belief sich auf mehr als 700. Uber die Ge- 
winnung und Verarbeitung des Materials berichten wir im Versuchsteil. 


Ergebnisse 
Zinkgehalt von Fisch-Pankreas 
Die Ergebnisse der Zinkanalysen des Inselgewebes von 10 ver- 
schiedenen Knochenfisch-Arten zeigt Tab. 1. Fiir eine Zinkbestimmung 


verwandten wir meistens die Inseln von mehreren Exemplaren; nur dort, 
wo die Priparation eine besonders groBe ,,Hauptinsel lieferte, wurde 





19 N, A. McCormick u. E. C. Noble, Contr. Canad. Biol., Neue Serie 2, 115 
[1924]. 

20 K. Zeile; Pharmazie 3, 295 [1948]. 

21 G. Weitzel u. A.-M. Fretzdorff, diese Z. 292, 212 [1953]. 
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diese allein fiir eine Zinkanalyse eingesetzt. Die Frisch- und Trocken- 
gewichte der Inselorgane unterliegen sehr starken Schwankungen, nicht 
nur bei Vergleich verschiedener Fischarten, sondern auch innerhalb ein- 
und derselben Fischart, da die GréBe der Inselorgane von Tier zu Tier 
stark variiert. Unsere Zinkbestimmungsmethode erfaBt Zinkmengen bis 
herab zu 1 y genau; man ersieht aus der Spalte ,,Zink in y“ in Tab. 1, 
daB die pro Analyse ermittelten Zinkmengen im Bereiche von 11,3 bis 
70,0 y liegen, d. h. in einem Gebiet, in welchem unsere Methode minde- 
stens 96% des vorhandenen Zinks erfaft. 

Bei der Betrachtung des Zinkgehaltes in y/1 g Frischgewicht 
(Tab. 1) sei zunichst darauf hingewiesen, dafi grundsatzlich Organe mit 
mehr als 50 y Zink/1 g Frischgewicht als ,,zinkreich“‘ zu gelten haben 
(siehe auch unsere vor kurzem erschienene Arbeit tiber den Zinkgehalt 
in den Augen von Saugetieren**). Unter diesem Gesichtspunkt sind auf 
Grund der Zinkanalysen der Tab. 1 siimtliche untersuchten Inselgewebe 
als ,,zinkreich“ zu bezeichnen. Mit Ausnahme-. der Inselorgane des 
Blauen Leng liegen die Zinkwerte sehr erheblich tiber der 50-y-Grenze, 
in den meisten Fallen werden 100 y/1 g Frischgewicht weit tiberschritten. 
Die Mehrzahl der fiir das Inselgewebe ermittelten Zinkwerte liegt im 
Bereiche von rd. 100—600 y Zink/1 g Frischgewicht. Lediglich der 
Steinbutt mit 1159 y ragt weit iiber diesen Bereich hinaus, wihrend der 
Zinkgehalt im Inselgewebe des Blauen Leng zumeist zwischen 50 und 
100 y, nur einmal iiber 100 y/1 g Frischgewicht liegt. 

Fir den Zinkgehalt des Trocken-Gewebes ist, entspr. dem Ver- 
halten des frischen Gewebes, die Grenze zum zinkreichen Gewebe mit 
rd. 250y Zink/1 g Trockengewicht anzusetzen. Alle in Tab. 1 (letzte 
Spalte) angegebenen Zinkwerte liegen iiber dieser Grenze, zum Teil in 
erheblichem MaBe. GréBenordnungsmafig gruppieren sich die Werte 
fiir den Zinkgehalt des trockenen Inselgewebes der untersuchten 
Knochenfische um rd. 0,1—0,2% Zink. Ausnahmen bilden wie beim 
Frischgewebe nach oben der Steinbutt mit etwa 1%, nach unten der 
Blaue Leng mit etwa 0,03%, der in einem Falle aber auch 0,09% er- 
reicht. 

Auf Grund histologischer Kontrolluntersuchungen ist bei den in 
Tab. 1 enthaltenen Zinkwerten zu beriicksichtigen, daB, wie bereits oben 
erwahnt, die ,,insulire Reinheit’’ der Fisch-Inselorgane nicht voll- 
kommen ist, da stets mehr oder weniger geringe Anteile zymogenen 
Gewebes neben dem endokrinen bei der Praparation mit erfaBt werden) 
17, 23, 24 

Unsere histologischen Kontrollen ergaben in Ubereinstimmung mit 
der Literatur besonders giinstige Verhialtnisse fiir die praparative 
Trennung des exo- und endokrinen Gewebes bei Lophius piscatorius, 
bei dem ein reiner, geschlossener Inselgewebe-Komplex sich regelmabig 


2 G. Weitzel u. A.-M. Fretzdorff, diese Z., 292, 221 [1953]. 


°3-H. Baron, Z. wiss. Zool. 146, 1 [1934]. 
*4 W. Bargmann, Handb. mikroskop. Anat. Mensch. VI/2, Berlin 1939. 
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Tab. 1. Zinkgehalt des Inselgewebes von Knochenfischen. 













































































Gewicht in m : Zinkgehalt in y/1 g 
Knochenfisch’ ,  Gewebe FE 
Frisch |Trocken Frisch |Trocken 
1. Goldbarsch 3 Inseln §1,2 10,5 20,7 404,3 1971 
(Sebastes 4 Inseln 97,0 23,5 21,6 222,7 919 
marinus ) 2 Inseln 33,9 8,9 18,0 531,0 2022 
2. Seeteufel (Lo- 1 Hauptinsel 44,8 6,3 13,8 308,0 2191 
phius piscato- 1 Hauptinsel | 173,1 22,4 20,9 120,7 933 
rius ) 1 Hauptinsel | 185,0 24,2 22,2 120,0 917 
1 Insel — 11,0 1 Fra = 1064 
45 Nebeninseln| 73,3 14,4 14,2 193,7 986 
24 Nebeninseln | 216,5 28,3 16,9 78,1 597 
3. Gefleckter 1 Hauptinsel 261,9 49,8 24,2 92,4 486 
Katfisch 2 Inseln 305,7 50,3 39,3 128,6 781 
(Anarrhichas 2 Inseln 249,0 47,8 27,6 110,9 577 
minor ) 9 Inseln 182,2 37,4 22,1 121,3 591 
4. Kabeljau 1 Hauptinsel 276,0 67,8 44,4 160,9 655 
(Gadus 1 Hauptinsel | 124,6 21,8 16,6 133,2 762 
morrhua) 10 Inseln 236,0 56,7 50,8 | 215,3 896 
7 Inseln - 763,4 31,6 57,3 75,1 1813 
3 Inseln 141,3 18,2 PAW. 164,2 1275 
12 Nebeninseln} 175,0 46,1 70,0 400,0 1518 
7 Nebeninseln| 152,2 19,6 12,0 78,8 612 
5. Schellfisch 
(Gadus 8 Inseln 62,8 9,8 15,5 246,8 1582 
aeglefinus ) 
6. Seelachs 5 Inseln 194,1 37,2 16,9 87,1 454 
(Gadus virens) 9 Inseln 97,1 15,2 14,1 145,2 928 
7. Blauer Leng 4 Hauptinseln} 240,4 41,7 12,2 50,8 293 
(Molva 3 Hauptinseln | 228,3 | 40,1 16,7 73,2 417 
byrkelange) 4 Inseln 141,3 23,6 21,0 148,6 890 
7 Inseln 259,9 48,1 16,6 63,9 345 
17 Nebeninseln | 193,6 37,9 14,9 77,0 393 
8. Heilbutt 3 Hauptinseln} 151,2 23,3 18,4 121,7 790 
(Hippoglossus 2 Inseln — 22,0 11,3 — 514 
vulgaris) 
9. Steinbutt 
( Rhombus 2 Inseln 18,6 A | 21,6 |1161,3 | 10290 
maximus ) 
10. Flunder 3. Inseln 72,0 | 16,3 | 48,6 | 675,0 | 2982 
( Pleuronectes 4 Inseln 75,0 21,7 50,5 673,3 2327 
flesus) 9 Nebeninseln | 144,0 31,5 61,5 427,1 1952 




















als kugeliges Kérperchen darstellte, das vom zymogenen Gewebe durch 
eine kraftige Bindegewebskapsel getrennt war. Die Anteile exokrinen 
Gewebes an den von uns j raparierten Seeteufel-Inseln diirften selbst be 
kleinen Inselkérperchen auf nur rund 20% veranschlagt werden. 
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Diesen besonders giinstigen Verhiltnissen fiir die priaparative 
Trennung stand innerhalb der von uns untersuchten Fischarten das 
Inselk6rperchen des Kabeljaus als ungiinstigster Fall gegeniiber, bei dem 
endo- und exokrines Gewebe etwa in gleicher Menge nebeneinander 
vorlagen und das zymogene Gewebe das endokrine in Strangen untrenn- 
bar durchsetzte. 

Unsere makroskopischen Beobachtungen iiber die Topographie der 
Inselkérperchen und des exokrinen Gewebes stimmen im wesentlichen 
mit den in der Literatur vorhandenen Beschreibungen tiberein. Allerdings 
konnten wir in Erginzung hierzu auch beim Goldbarsch (Sebastes 
marinus L.) ein gut abgegrenztes, rundes bis ovales Inselkérperchen 
in der Nachbarschaft des Ductus cysticus und der MilzgefiBe auffinden. 

Eine besondere Stellungnahme erfordert der als relativ niedrig 
gefundene Zinkgehalt (s. Tab. 1) der Inselorgane des Blauen Leng. 


Tab. 2. Zinkgehalt des exokrinen bzw. exokrin-endokrinen 
Pankreasgewebes von Knochenfischen. 















































Gewicht in m Zink |Zinkgehalt in y/1 
Knochenfisch Gewebe - ra : 4 
Frisch | Trocken Y | Frisch | Trocken 
1. Goldbarsth oe 
(Sebastes - ee a 298,5 | 129,4 16,3 54,6 126 
marinus ) ene 
2. Seeteufel Exokrin 255,2 31,1 9,3 36,4 299 
(Lophius Exokrin 534,3 62,7 14,2 26,6 227 
piscatorius ) Exokrin 1835,4 | 214,7 20,0 10,9 93 
Exokrin 2765,3 | 328,0 40,0 14,5 122 
Exokrin 1248,5 | 166,7 28,4 22,7 170 
3. Gefleckter Exokrin 1359,0 | 269,4 34,5 25,4 128 
Katfisch Exokrin 1859,0 | 372,2 46,6 25,1 125 
(Anarrhichas Exokrin 2757,8 | 594,7 79,4 28,8 134 
minor) Exokrin 1413,2 | 286,3 48,4 34,2 169 
; Exokrin mit = 
Wdhesieesie 310,6 67,8 20,4 65,7 301 
4. Kabeljau ; | 
(Gadusmorrhua) Exokrin 572,4 89,7 15,5 27,1 173 
5. Schellfisch 
(Gadus Exokrin 1352,2 | 224,7 32,4 24,0 144 
aeglefinus ) 
6. Seelachs Exokrin 898,2 | 181,0 19,9 22,2 110 
(Gadus virens) Exokrin 1039,7 | 190,0 21,3 20,5 112 
1 Mba ng, | Exokrin | 77,1 | 1514 | 20,7 | 266 | 137 
yrve- | Exokrin 782,8 | 175,2 | 28,2 | 36,0 161 
lange) 
8. Heilbutt wn 
(Hippoglossus 4 362,5 59,2 20,4 56,3 345 
vulgaris) Nebeninseln ; 























aus 
mit 
Fal 
bei 


ma 








Bd. 295 (1953) Zink und Insulin im Pankreas von Knochenfischen 91 


Bei der Préparation stellten sich bei fast allen Tieren betrachtliche, durch 
den Fang verursachte Lageverinderungen und ZerreiBungen an den 
Bauchorganen heraus, die auch zum Austritt von Mageninhalt gefiihrt 
hatten. Als Folge der im Laufe des Transports eingetretenen Andauung 
der Inselorgane kann daher eine ,,Extraktion“ von Zink aus dem Insel- 
gewebe stattgefunden haben. Dafiir spricht auch, daB bei einem besser 
erhaltenen Exemplar der Zinkgehalt der Inselorgane erheblich héher 
gefunden wurde. Ausdriicklich sei betont, daB die zur Insulingewinnung 
verwandten Inselorgane sofort an Bord prapariert wurden, so daB bei 
diesen die Gefahr der Andauung nicht bestand. 


Zusammenfassend ergibt sich aus alledem, daB die in Tab. 1 ent- 
haltenen Zinkwerte als Mindestwerte anzusehen sind; der Zinkgehalt 
des vollkommen reinen endokrinen Gewebes ist mit Sicherheit noch etwas 
hoher anzusetzen. 

Uber den Zinkgehalt des exokrinen Pankreasgewebes gibt Tab. 2 
AufschluB. Hierbei ist zu bemerken, daB die Praparation reinen 
exokrinen Gewebes haufig mit Schwierigkeiten verbunden ist, da oft- 
mals zahlreiche, mit bloBem Auge gerade noch erkennbare ,,Neben- 
inseln“ in das exokrine Gewebe eingestreut sind. In Tab. 2 ist jeweils 
vermerkt, ob bei der Préparation das exokrine Material mit bloBem 
Auge bzw. mit der Lupe inselfrei erschien (,,exokrin“ in Tab. 2) oder ob 
Nebeninseln in nennenswertem Umfange eingelagert waren (,,exokrin mit 
Nebeninseln“ in Tab. 2). Die Beachtung dieses Tatbestandes bringt ein 
aufschluBreiches Ergebnis: Die als ,,exokrin“ beurteilten Gewebe- 
proben liefern Zinkwerte im Bereiche von 10,9—36,4 y Zink/1 g Frisch- 
gewicht, wahrend das mit Nebeninseln durchsetzte exokrine Material 
bereits die Grenze zum zinkreichen Gewebe iiberschreitet und Werte von 
54,6—65,4 y Zink/1 g Frischgewicht aufweist. 

Daraus geht hervor, daB das reine exokrine Pankreasgewebe 
keinen besonders hohen Zinkgehalt besitzt, denn es enthialt 
die auch bei anderen Organen gefundenen durchschnittlichen Zink- 
mengen, welche um 20—30 y Zink/1 g Frischgewicht liegen. Dagegen 
bewirkt die Einlagerung einer geniigend groBen Zahl von Nebeninseln 
eine deutliche Erhéhung des Zinkgehaltes, so daB gegebenenfalls die 
50-y-Grenze iiberschritten wird, eine Tatsache, die aus den hohen 
Zinkwerten des Inselgewebes (s. Tab. 1) leicht erklarlich ist. 


Zink und Insulin in Pankreasextrakten 
von Knochenfischen 


Zur Gewinnung von Insulin aus Fischpankreas benutzten wir ein 
aus folgenden Stufen bestehendes Verfahren: Extraktion des Gewebes 
mit salzsaurem Athanol, Abtrennung von basischem Protein durch 
Fallung mit Ammoniak bei py 7,5, zweimalige Alkohol-Ather-Fallung 
bei py 6 (genaue Angaben finden sich unten im Versuchsteil). Fiihrt 
man eine solche Aufarbeitung mit Siugetier-Pankreas durch, so zeigt 
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Tab. 3. Zink und Insulin in Pankreasextrakten von Knochenfischen 
(Einzelheiten siehe unten im Versuchsteil). 










































































: Zinkgehalt in % Ausbeute in mg 
Nr.| Knochenfisch Gewebe ... ee aa 
fallung insulin insulin geschatzt 
si I) 0,45] 148,8 50% 
; =a tl aed 120 Inseln 75 | 31) 0,26] 10,0. |(s. Abb. 1) 
2 | Kabeljau*) 110 Inseln a)| fehlt*) I) 0,15] 250,0 20% 
(Gadus morrhua) b)| 0,6 IIT) 0,50 22,1 20% 
3 | Kabeljau Exokrin mit ; 9 1—2% 
(Gadus morrhua)| Nebeninseln 0,22 0,16 _"e (s. Abb. 4) 
4 | Kabeljau Exokrin mit , max. 5%, 
(Gadus morrhua)| Nebeninseln 0,21 OM on (s. Abb. 4) 
5 | Goldbarsch 50°/ 
5 /O 
(Sebastes 10 Inseln 0,88 0,24 5,1 (s. Abb. 3) 
marinus ) 
6 | Goldbarsch Exokrin 
(Sebastes Nebeninseln 0,20 0,34 53,6 negativ 
marinus) - fehlen 
7 | Seelachs : 40% 
(Gadus virens) 28 Inseln 0,69 0,66 10,3 * aan. 2) 
8 | Blauer Leng 0/ 
- 70 
(Molva byrke- 58 Inseln 0,32 0,71 6,1 Abb “ 
lange) (s. Abb. 2) 
9 | Gefleckter 
Katfisch 7 Inseln ie 77) 1,3 50% 
(Annarrhichas (s. Abb. 3) 
minor ) 
*) a) us Extraktion der Inseln mit neutralem Athanol, die Ammoniakfillung wurde ausge- 


lassen. b) = Nachextraktion des Gewebes mit salzsaurem Athanol. 
**) Das vorhandene Material wurde im Blutzuckertest verbraucht. 


der erhaltene Extrakt nur geringe Insulinwirkung. Aus Fisch-Inselgewebe 
erhalt man dagegen ein amorphes Roh-Insulin mit tiberraschend starker 
blutzuckersenkender Wirkung; die relative insulire Reinheit des Aus- 
gangsmaterials macht sich deutlich bemerkbar. Uber den Zinkgehalt 
der Ammoniakfallung und des Roh-Insulins sowie tiber die Insulin- 
Ausbeuten gibt Tab. 3 Auskunft. 

Tab. 3 zeigt, daB die Ammoniakfiallung stets Zink enthalt, da das ab- 
geschiedene basische Protein, welches im Blutzuckertest inaktiv ist 
(s.u.), bei py 7,5 betrichtliches Zinkbindungsvermégen besitzt. Das 
gleiche beobachtet man bei Aufarbeitung von Saiugetierpankreas. Der in 
Tab. 3 fir das amorphe Roh-Insulin angegebene Zinkgehalt schwankt 
zwischen 0,22 und 0,71%. Diese Zinkwerte erscheinen zum Teil relativ 
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hoch, wenn man bedenkt, daB das Roh-Insulin die Ammoniakfallung 
und eine zweimalige Alkohol-Atherfallung passiert hat. Zweifellos pragt 
sich hier die spezifische Affinitaét des Insulins zum Zink aus, wenn auch 
ein gewisser Anteil des Zinks den Begleitstoffen des Insulins angehéren 
dirfte. Jedoch zeigen auch die aus exokrinem Fischpankreas gewonnenen 
Extrakte einen im gleichen Bereich liegenden Zinkgehalt, obwohl sie 
kaum Insulin enthalten, so daB auch im exokrinen Gewebe mit der 
Gegenwart zinkaffiner Proteine zu rechnen ist. 

In der letzten Spalte von Tab. 3 findet man den auf Grund des 
Blutzuckertestes am Kaninchen geschatzten Gehalt des Roh-Insulins 
an reinem Insulin, wobei es sich nur um ungefahre Angaben handelt, 
beruhend auf dem Vergleich mit kristallisiertem Insulin. Aus dem 
Mengenverhialtnis von Roh-Insulin zu geschitztem Rein-Insulin in 
Tab. 3 ersieht man den in Anbetracht der nur wenige Stufen umfassenden 
Aufarbeitung bemerkenswert hohen Gehalt der Extrakte an Insulin, 
soweit es sich um die Verarbeitung von Inselorganen handelt. Die 
Extrakte aus exokrinem Gewebe, welches haufig mit sehr kleinen, mit 
bloBem Auge nicht erkennbaren Nebeninseln durchsetzt ist, besitzen 
erwartungsgemaéB nur sehr geringe oder nicht nachweisbare Insulin- 
wirkung. 

Auf Grund der in Tab. 3 und im Versuchsteil gegebenen Daten 
laBt sich die in den Fischinseln enthaltene Insulinmenge bestimmen und 
mit Hilfe von Tab. 1 zum Zinkgehalt der Inseln der gleichen Fischart 
in Beziehung setzen, so daB man ungefahr das mengenmaBige Ver- 
haltnis von Zink zu Insulin im Inselgewebe selbst abschatzen 
kann. Fiir derartige Berechnungen eignen sich in Tab. 3 in erster Linie 
die beiden Kabeljau-Aufarbeitungen 1 und 2, weil diese von einer gréBe- 
ren Zahl von Inseln ausgingen. 

Betrachtet man z. B. die Kabeljau-Aufarbeitung 1 in Tab. 3, so 
erhielten wir dort aus 120 Inseln etwa 80 mg Rein-Insulin. Das Trocken- 
gewicht des verarbeiteten Inselgewebes belief sich vor der Extraktion auf 
etwa 4g. Schreibt man diesen vom Kabeljau stammenden Inseln auf 
Grund der in Tab. 1 gegebenen Werte einen Zinkgehalt von rd. 1000 y 
Zink/1 g Trockengewicht zu, so stehen 80 mg Insulin 4 mg Zink gegen- 
iiber, woraus sich fiir das Inselgewebe ein Zinkanteil von 5%, bezogen 
auf das vorhandene Insulin, ergibt. Ein ahnliches Ergebnis liefert die 
Kabeljau-Aufarbeitung Nr.2 in Tab.3: Hier erhielt man aus 110 
Inseln rd. 55 mg Insulin, wobei das Trockengewicht der verarbeiteten 
Inseln etwa 2,5 g betrug. Nimmt man wiederum auf Grund von Tab. 1 
fiir die trocknen Kabeljau-Inseln einen mittleren Zinkgehalt von 
1000y/lg an, so stehen 55mg Insulin 2,5 mg Zink gegeniiber, d.s. 
4.5% Zink, bezogen auf das Insulin. 

Dieser den Kabeljau-Inseln zugeordnete Zinkgehalt von 1000 y/ 1 g 
Trockengewicht ist als Mittelwert der Tab.1 entnommen. Da aus 
arbeitstechnischen Griinden der Zinkgehalt der auf Insulin verarbeiteten 
Kabeljau-Inseln selbst nicht bestimmt werden konnte, kann deren 
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wahrer Zinkgehalt hoher oder niedriger als 1000 y Zn/1 g Trockengewebe 
sein, so daB ein genauer Wert fiir die mengenmaBige Relation Zink zu 
Insulin nicht anzugeben ist. Man kann jedoch durch Beriicksichtigung 
des kleinsten bzw. gréBten gefundenen Zinkgehaltes der Kabeljau- 
Inseln den Bereich ermitteln, in welchem der wahrscheinliche Zinkwert 
liegt. Nach Tab. 1 belauft sich der untere Grenzwert fiir Kabeljau- 
Inseln auf 609 y Zink, der obere auf 1813 y Zink/1 g Trockengewicht. 
Legt man diese beiden Werte der Berechnung des mengenmafigen Ver- 
haltnisses von Zink zu Insulin in den Aufarbeitungen 1 und 2 zu Grunde, 
so ergeben sich fiir Kabeljau-Aufarbeitung 1 als Grenzwerte 3% bzw. 
9%, fiir Aufarbeitung 2 2,8% bzw. 8,2% Zink, bezogen auf das im 
Inselorgan vorhandene Insulin. Uberschlagsrechnungen mit den in Tab. 3 
genannten Aufarbeitungen der Inseln von Goldbarsch, Seelachs, Blauem 
Leng und Geflecktem Katfisch ergeben fiir das Zink-Insulin-Verhiltnis 
in den Inseln ebenfalls Werte im Bereiche von 2— —9% Zink, bezogen auf 
die isolierten Insulinmengen. 


Fisch-Insulin im Blutzuckertest 


In den Abb. 1, 2 und 3 sind einige charakteristische Blutzucker- 
kurven nach Injektion von 50 oder 100 y /kg i. v. amorpher Roh-Insuline 
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Abb. 1. Roh-Insulin vom Kabeljau, je 50 y/kg i. v. K 355 ———— und K 231 - - - - - . 


aus Inselorganen von Knochenfischen wiedergegeben. Es handelt sich 
dabei um Praparate aus Kabeljau, Goldbarsch, Seelachs, Blauem Leng 
und Geflecktem Katfisch, entspr. den in Tab.3 zusammengestellten 
Aufarbeitungen. Die Abbildungen vermitteln einen Eindruck von der 
Insulin-Wirksamkeit der Extrakte; mit 50 oder 100 y/kg i. v. kamen die 
Tiere oft bis dicht an die Krampfgrenze. 

Abgesehen von der starken blutzuckersenkenden Wirkung ergibt 
der Vergleich mit entsprechenden Priparaten aus Bauchspeicheldriisen 
von Rind, Kalb, Schwein, Schaf, Hund usw. eine weitere Besonderheit: 
Die Blutzuckerkurven der in Abb. 1—3 dargestellten Fisch-Insuline 
lassen den initialen Blutzuckeranstieg vermissen, den man bei den 
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in gleicher Weise hergestellten Extrakten aus Saéugetierpankreas regel- 
maBig und in ausgeprigter Form findet und welcher dem als ,,Glukagon“ 
bezeichneten Stoff zugeschrieben wird. 

Macleod”’ berichtet, daB er einmal mit einem aus dem exokrinen 
Pankreasgewebe eines Sculpins stammenden Extrakt Blutzucker- 
Steigerungen erzielen konnte. Daher war es von Interesse, auch unsere 
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Abb. 2. Roh-Insulin vom Seelachs, 100 y/kg i. v., K 346 ———— und vom Blauen 
Leng, 50 y/kg i.v. K347------ 
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Abb. 3. Roh-Insulin vom Gefleckten Katfisch, 50 y/kg i. v., K 351 
und vom Goldbarsch, 50;y/kg i. v., K 341---+-. 


aus exokrinem Gewebe bzw. aus exokrin-endokrinem Misch- 
gewebe mit stark tiberwiegendem exokrinem Anteil gewonnenen 
Extrakte im Blutzuckertest zu priifen. Hierbei fanden sich keine An- 
haltspunkte fiir die Anwesenheit blutzuckersteigernder Substanzen, bei 
Extrakten aus Mischgewebe war lediglich schwache Insulinwirkung 
erkennbar. Zwei charakteristische Kurven zeigt Abb. 4. 

Um sicher zu gehen, daB mit den im Laufe der Aufarbeitung ab- 
getrennten Fraktionen nicht auch blutzuckersteigernde Substanzen 
eliminiert wurden, priiften wir in allen Ansitzen die Ammoniakfallungen 
und die aus den Alkohol-Ather-Mutterlaugen anfallenden zweiten 
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Fraktionen sowie die nach weitgehendem Einengen dieser Mutterlaugen 
anfallenden Riickstande, wobei Dosen von 500 und 250 y/kg i. v. injiziert 
wurden. Blutzuckersteigernde Effekte lieBen sich auch hier nicht beob- 
achten. 

Ein Uberblick iiber alle von uns gepriiften Extrakte aus endokrinem 
oder exokrinem Gewebe einschlieBlich der Nebenfraktionen ergibt also, 
daB wir in keinem Falle ,,Glukagon‘‘ nachweisen konnten. (Siehe hierzu 
auch unten in der Diskussion der Ergebnisse den Abschnitt ,,Fisch- 
Insulin und initialer Blutzuckeranstieg‘.) Zwar rief eines unserer 
Praiparate (Roh-Insulin I der 1. Kabeljau-Aufarbeitung, Tab. 3) ge- 

















legentlich eine leichte primaire BlutzuckererhGhung hervor, doch konnte 
Glucose 
mg % ’ 
100 4--** 
80 - 
60 - — — ii 
Ul da T T iy 
0 30 60 90 120 
; iin HEP, 
Abb. 4. Extrakt aus iiberwiegend exokrinem Gewebe vom Kabeljau. 1 mg/kg i. v. 
(3. Aufarbeitung in Tab. 3), K 284 . 500 y/kg i. v. (4. Aufarbeitung in Tab. 3), 
K 351 ------ : 


diese nicht durch den als ,,Glukagon“ oder ,,HG-Faktor* bezeichneten 
Stoff hervorgerufen sein. Denn der blutzuckersteigernde Effekt des 
genannten Roh-Insulins verschwand regelmaBig nach Druckfiltration 
durch eiweiBdichte Membran. Weder im Druck-Riickstand (die Insulin- 
wirkung blieb voll erhalten!) noch im Druck-Filtrat war blutzucker- 
steigernde Wirkung nachweisbar. Daher nehmen wir das Vorliegen eines 
unspezifischen Effektes an, zumal in der Parallel-Aufarbeitung Kabeljau2 
(siehe Tab. 3, 110 Inseln) mit Material gleicher Herkunft niemals 
initialer Blutzuckeranstieg zu beobachten war. 


Dikussion der Ergebnisse 


Zinkgehalt des Inselgewebes 


In der vorliegenden Arbeit wird durch direkte chemische Analyse 
der Beweis gefiihrt, daB die Inselorgane von Knochenfischen 
reich an Zink sind, wahrend das exokrine Pankreasgewebe der 
gleichen Knochenfische nicht zu den zinkreichen Geweben gehort. Wie 
oben ausgefiihrt wurde, ist durch histochemische Untersuchungen 
japanischer * 7 und deutscher!® 14 Autoren das Vorhandensein von Zink 
im Inselgewebe nachgewiesen worden; unsere vorstehend mitgeteilten 
Ergebnisse lassen nunmehr die wirklichen Zinkmengen erkennen, mit 
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denen im Inselorgan zu rechnen ist. Die biologische Schwankungsbreite 
des im Inselgewebe von Knochenfischen ermittelten Zinkgehaltes ist 
betraichtlich; die gefundenen Werte diirften in Wirklichkeit noch etwas 
hoher liegen, da die insulaére Reinheit der untersuchten Organe je nach 
Fischart verschieden hoch, nie aber hundertprozentig ist. Die meisten 
unserer Zinkanalysen lieferten Werte von etwa 100—600 y Zink/1 g 
frisches Inselgewebe; als ungefaihren Schwankungsbereich des Zink- 
gehaltes der reinen Inselorgane von Knochenfischen méchten wir daher 
100—1000 y Zink/1 g Frischgewicht annehmen. 

Diese Schwankungsbreite dirfte auch fiir das Inselgewebe des 
Siugetierpankreas zutreffend sein, denn sie ordnet sich gut in die 
bisher vorliegenden Untersuchungen ein, wobei wir mit einem 2-proz. 
Anteil des Inselgewebes am Gesamtpankreas*® rechnen. Wiirde nimlich 
der Zinkgehalt des Inselgewebes bei Siugetieren wesentlich geringer als 
bei Knochenfischen sein, z. B. im Bereiche von 20—100 y Zink/1 g 
Frischgewicht liegen, so wiirden die in den Inselzellen vorhandenen 
Zinkmengen nicht zur Erklarung des oft sehr eindrucksvollen histochemi- 
schen Zinknachweises in den Inseln ausreichen. Der Zinkgehalt des 
exokrinen Gewebes z. B. wird durch die histochemische Methodik 
nicht erfaBt. Wirden andererseits wesentlich gréBere Zinkmengen im 
Inselorgan der Siugetiere lokalisiert sein als bei Knochenfischen, also 
etwa im Bereiche 1000—10000 y Zink/1 g Frischgewicht, so wiirde sich 
dies im Zinkgehalt des Gesamtpankreas bemerkbar machen. Aus den 
Analysen von Eisenbrand und Sienz* sowie aus eigenen Analysen 
geht jedoch hervor, da das Saiugetier-Gesamtpankreas im allgemeinen 
nicht als zinkreiches Organ zu betrachten ist. Es sei hier auf das in der 
Kinleitung dieser Arbeit angeftihrte Gedankenexperiment verwiesen, 
aus dem bereits hervorging, da bei einem 2-proz. Anteil des Insel- 
gewebes am Gesamtpankreas Schwankungen im Zinkgehalt der Inseln 
zwischen 100 und 1000 y Zink/1 g Frischgewicht durch das Ubergewicht 
des exokrinen Gewebes verdeckt werden, da dies aber nicht mehr der 
Fall wire, wenn sich die Schwankungen des Inselzinks im Bereiche von 
1000—10000 y Zink/1 g Frischgewicht abspielen wiirden. 

Wir kommen daher zu dem SchluB, daB wie bei den Knochen- 
fischen auch beim Saugetier mit einem Zinkgehalt der Langer- 
hansschen Inseln im Bereiche von rd. 100—1000 y Zink/1 g 
Frischgewicht zu rechnen ist, wihrend das exokrine Gewebe mit 
rd. 20—30g Zink dem Durchschnittswert anderer, nicht zinkreicher 
Organe entspricht. 

Vermutlich treten jedoch beim gleichen Tier starke Schwankungen 
im Zinkgehalt der Inseln als normale Erscheinungen auf, wobei in 
Kinzelfallen der angegebene Bereich von rd. 100—1000 y Zink/1 g 
Frischgewicht nach oben oder unten weit tiberschritten werden kann. 
Denn die histologischen Untersuchungen® * 1 haben wahrscheinlich 


* H. Ferner, Das Inselsystem des Pankreas, Verlag Thieme, Stuttgart 1952. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 295 a 
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gemacht, daB der Zinkgehalt der Inseln als Folge der jeweiligen Stoff- 
wechsellage erheblich schwanken kann, indem z. B. im Hunger Zu- 
nahme, bei Glucosebelastung Verschwinden des histochemisch erfab. 
baren Zinks festzustellen ist. 

Vergleicht man die in den Knochenfisch-Inseln enthaltenen Zink- 
mengen mit dem Zinkgehalt anderer zinkreicher Organe, so ergibt sich, 
daB bis jetzt nur sehr wenige Gewebe bekannt sind, die sich im Zink- 
gehalt mit Inselorganen messen kénnen. In einigen Genitalorganen 
(Prostata, Epididymis, Ovar) wurden Zinkmengen bis zu 358 y Zink/1 g 
Frischgewicht nachgewiesen**, ebenso in einigen Knochen, z. B. Ratten- 
Tibia, bis 233 y Zink/1 g Frischgewicht*®. In der gleichen GréBenordnung 
wie die oben mitgeteilten Zinkwerte der Inselorgane liegen nach M. und 
G. Leiner?’ einige Augenteile von Knochenfischen, besonders die 
Chorioidea mit durchschnittlich 538 y Zink und die Iris mit 261 y 
Zink/1 g frischem Gewebe. Dagegen werden die Inseln vom Zinkgehalt 
der Aderhaut mancher Saugetiere noch wtbertroffen: Wir” 
fanden, ber. auf 1 g Frischgewebe, beim Hund bis zu 2340 y Zink, beim 
Fuchs bis zu 11000 y Zink und beim Marder bis zu 18700 y Zink. Das 
weitaus zinkreichste Inselgewebe der Knochenfische besitzt in Tab. 1 
(s. 0.) der Steinbutt mit rd. 1% Zink in der Trockensubstanz, dagegen 
fanden wir in der Aderhaut des Hundes bis zu 1,46%, des Fuchses bis 
zu 6,9% und des Marders bis zu 9,1% Zink in der Trockensubstanz. 

Bei der Beurteilung des Zinkgehaltes von Organen ist zu beriick- 
sichtigen, daB es sich um Zinkanalysen eines vollstandigen Gewebes 
handelt, so daB die darin enthaltenen reinen Zinkverbindungen 
einen wesentlich héheren Zinkgehalt besitzen miissen, als ihn die Analyse 
fiir das Gesamt-Gewebe anzeigt. Da wir in Inselorganen bis zu 0,3% 
Zink in der Trockensubstanz und in Einzelfillen noch héhere Werte 
finden, so ist wegen der Ballastwirkung zinkfreier Stoffe fiir die im 
Inselgewebe vorliegende reine Zink-Verbindung (oder -Verbindungen) 
mit einem erheblich héheren Zinkgehalt, sicherlich mit weit tiber 1%, 
Zink, zu rechnen. 


Insulin-Ausbeuten und Mengenverhiltnis Zink zu Insulin 


Die in Tab.3 zusammengestellten Aufarbeitungen von Fisch- 
Inselorganen erlauben Aussagen iiber die aus Inselgewebe extrahier- 
baren Insulinmengen. Die Kabeljau-Aufarbeitungen 1 und 2 lieferten 
80 bzw. 55 mg Rein-Insulin aus 4 bzw. 2,5 g trockenem Inselgewebe. 
Das Frischgewicht der in diesen beiden Ansatzen verarbeiteten Inseln 
konnte bei der Préparation an Bord aus éuBeren Griinden nicht bestimmt 
werden, so da man auf Berechnungen angewiesen ist. Erfahrungs- 
gemaB kann man das Trockengewicht der Fisch-Inseln allgemein mit 
20—25% des Frischgewichtes ansetzen. Rechnet man mit einem Ver- 


26 C, A. Mawson u. M.I. Fischer, Nature [London] 167, 859 [1951]. 
27 M. Leiner u. G. Leiner, Naturwiss. 29, 763 [1941]; Biol. Zb]..62, 119 
[1942]; 64, 293 [1944]. 
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haltnis Trockengewicht : Frischgewicht = 1:5 und einer Insulin-Wirk- 
samkeit von 25 I. E./mg, so erhalt man fiir die Kabeljau-Aufarbeitung 1 
eine Insulin-Ausbeute von 2000 I. E./20g Frischgewebe, d.s. 100000 
I. E./kg, fiir die Kabeljau-Aufarbeitung 2 1375 I. E./12,5g Frischgewebe, 
d. s. 110000 I.E./kg. 

Diese Insulin-Ausbeuten erscheinen zunichst enorm hoch; sie tiber- 
treffen auch den in der Literatur angegebenen Insulingehalt von Fisch- 
Inselorganen, der auf 25000—40000I. E./kg beziffert wird®®. Fiir 
Saiugetierpankreas werden Insulin-Ausbeuten von etwa 2000 I.E./kg an- 
gegeben, woraus man auf die in Fisch-Inselorganen zu erwartenden 
Mengen schiieBen kann. Denn wenn man das bei Siaugetierpankreas 
vorliegende ungefaihre Gewichtsverhiltnis von exokrinem zu endo- 
krinem Gewebe = 98 : 2 zu Grunde legt, so wiirde einer Insulin-Ausbeute 
von 2000 I.E./kg bei Situgetierpankreas der Gewinnung von etwa 
100000 I. E./kg bei reinem Inselgewebe entsprechen. Wenn auch unsere 
extrahierten Fisch-Inselorgane nicht einem vollig reinen Inselgewebe 
entsprechen, so ergibt sich doch, da unsere aus Fisch-Inseln erhaltenen 
Insulinmengen durchaus in der zu erwartenden GréBenordnung liegen. 

Uber die physiologische Bedeutung und Aufgabe der Zinkanreiche- 
rung in den Inselorganen ist bisher nichts Sicheres bekannt. Fiir etwaige 
Deutungsversuche ist es von besonderem Interesse, daf aus den vor- 
stehend mitgeteilten Untersuchungen erstmalig rechnerisch die Frage 
nach dem im Inselgewebe vorliegenden Mengenverhialtnis 
Zink zu Insulin angegangen werden kann. Die Beantwortung dieser 
Frage ist deshalb wichtig, weil das insulingebundene Zink an der blut- 
zuckersenkenden Wirkung des Hormons offenbar nicht beteiligt ist. 
Jedenfalls liegen fiir solche Effekte des Zinks keine experimentellen 
Hinweise vor; unsere** mit zahlreichen Zinkverbindungen durchge- 
fiihrten Blutzuckerteste geben keine Anhaltspunkte fir blutzucker- 
senkende Eigenschaften, sondern es zeigten sich lediglich bei bestimm- 
ten Zink-Komplexen blutzucker-erhéhende Effekte. Da auch nichts 
fiir eine Beteiligung des Zinks an der biologischen Insulin-Synthese 
spricht, mu8 dem Inselzink eine andere Aufgabe zukommen. Hier 
kénnte man vermuten, daf das im Inselgewebe lagernde Zink mit der 
Regulation der Insulinabgabe aus den Inselzellen verknipft ist. Durch 
Beladen mit Zink wird die Léslichkeit des Insulins herabgesetzt. Hallas- 
MOller?® zeigte vor kurzem, daB zinkreiche Insulinkristalle mit etwa 
2% Zink bei neutralem py praktisch unléslich sind, vorausgesetzt, daB 
die umgebende Lésung keine zinkaffinen Substanzen enthialt. Aus diesen 
Befunden ergibt sich die naheliegende Hypothese, dem Inselzink die 
Aufgabe zuzuschreiben, das gebildete Insulin unléslich zu erhalten, 
jedoch bei Bedarf Insulin freizugeben, was durch das Auftreten zink- 
bindender Substanzen bewirkt werden kénnte. Eine solche Hypothese 


8G. Weitzel, F.-J. Strecker u. U. Roester, diese Z. 292, 286 [1953]. 
29 K. Hallas-Méller, K. Petersen u. J. Schlichtkrull, Ugeskr. Laeger 
118, 1761 [1951]. 
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setzt jedoch fiir die Relation Zink: Insulin in den Inseln voraus, daB der 
Zinkanteil, bezogen auf das Insulin, geniigend groB sein muB, d.h. es 
sind Zinkanteile von 2% und dariiber zu erwarten. 

Unsere Zinkanalysen und Insulinausbeuten von Knochenfisch- 
Inseln fiihren, wie die oben mitgeteilte Rechnung ergibt, in der Tat zu 
dem Ergebnis, da8 Zink gegeniiber Insulin im Inselgewebe stark ,,iiber- 
schiissig‘‘ ist, denn dem Insulin stehen so grobe Zinkmengen gegeniiber, 
daB nach unseren heutigen chemischen Kenntnissen eine vollstindige 
Bindung an das Insulin nicht méglich erscheint. Wir finden, berechnet 
auf das im Inselgewebe vorhandene Insulin, Zinkanteile von 2—9%, 
wahrend bisher Insulinpriparate mit mehr als 2% Zink nicht bekannt 
sind. Auf Grund histologischer Untersuchungen nimmt man an, daB die 
f-Zellen des Inselorgans die eigentlichen Insulinbildner sind und daB 
in deren Granula Insulin zusammen mit Zink lokalisiert ist. Fiir die 
Bindung des Zinks in den f-Zellen kommt jedoch nicht nur Insulin, 
sondern ebenso die Zelle selbst mit Strukturelementen oder anderen 
zelleigenen Substanzen in Frage, so daf} Zink auf Grund seiner Neigung 
zur Koordinationszahl 6 sowohl an Zellbestandteile wie auch gleich- 
zeitig an das in der Zelle gelagerte und zur Abgabe bereitgestellte Insulin 
gebunden: sein kann. Beim heutigen Stand unserer Kenntnisse halten 
wir jedoch weitergehende Spekulationen in dieser Richtung, insbesondere 
hinsichtlich “des chemischen Regulationsmechanismus der Insulin- 
Sekretion, fiir verfriht. 


Fisch-Insulin und initialer Blutzuckeranstieg 

Im vorangehenden Abschnitt wurde bereits erwihnt, daB wir bei 
gewissen Zink-Aminosiure-Komplexen noch in kleinsten Dosen (1 y/kg 
und darunter) blutzuckererhéhende Wirkungen fanden, wobei Fein- 
heiten der komplexen Zinkbindung in hohem Mae das Verhalten im 
Stoffwechsel beeinflussen. Diese Befunde fiihrten uns zu der Frage, ob 
die seit mehr als 30 Jahren bekannte primar blutzuckersteigernde 
Wirkung roher Pankreasextrakte und auch vieler Insulinpraparate mit 
Zink verkniipft sein kénnte. Hier sei auf unsere ktirzlich verdffentlichten 
Untersuchungen *® *! hingewiesen, die fiir eine solche Annahme sprechen. 
Insbesondere konnten wir an kristallisierten Insulinpraparaten, 
welche initialen Blutzuckeranstieg hervorrufen, zeigen, daB mit der 
Herabsetzung des Zinkgehaltes ein Verschwinden des_blutzucker- 
steigernden Effektes einhergeht. Dabei gelang es, das blutzucker- 
steigernde Prinzip in einer bisher nicht erreichten Reinheit zu isolieren; 
Dosen bis herab zu 1 y/kg i. v. wirkten noch blutzuckersteigernd. Neben 
geringen Insulin-Anteilen enthalten alle diese Praparate, auch die 
bisher wirksamsten, Zink. In diesem Zusammenhang war die Frage zu 


30 G. Weitzel, F.-J. Strecker, A. M. Fretzdorff u. U. Roester, Natur- 


wiss. 40, 285 [1953]. 
31 G. Weitzel, A.M. Fretzdorff, F. J. Strecker u.U. Roester, diese 


Z. 298, 190 [1953]. 
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kléren, ob das Roh-Insulin von Knochenfischen sich ebenso wie Siuge- 
tier-Insulin verhalt, d. h. ob es initialen Blutzuckeranstieg auslést. Wie 
unsere Untersuchungen ergeben, ist dies nicht der Fall, so daB ein als 
,Glukagon“ zu _ bezeichnendes_ blutzuckersteigerndes Prinzip im 
Knochenfisch-Pankreas offenbar nicht vorhanden ist. Damit ent- 
fallt hier auch die Frage nach Zusammenhingen zwischen spezifisch 
gebundenem Zink und primarem Blutzuckeranstieg, im Gegensatz 
zu Extrakten aus Saéugetierpankreas. 

Das von uns festgestellte Fehlen des Glukagons im Roh- 
Insulin von Knochenfischen steht mit den Angaben der Literatur in 
guter Ubereinstimmung. Geiling und de Lawder® aus dem Abel- 
schen Arbeitskreis waren die ersten, welche Fisch-Insulin auf das Vor- 
handensein initialer Blutzuckersteigerungen priiften. Sie fanden, daB 
eine solche Wirkung amorphen Insulinpraparaten von Gadus morrhua 
(Kabeljau) und Pollachius virens (Seelachs) nicht zukommt. Auch 
Mosca*® beobachtete bei Testung von Fisch-Insulin an normalen 
Ratten keine initiale Hyperglykimie. Nur wenn er seine Extrakte aus 
Fisch-Inseln zur Inaktivierung des Insulins mit 0,1-n. KOH vorbehan- 
delte, lieBen sich Blutzuckersteigerungen bei Ratten feststellen**. In 
Anbetracht der uniibersichtlichen Vorginge, die bei der Alkali-In- 
kubation von rohen Inselextrakten ablaufen, glauben wir nicht, daB 
diese Blutzuckersteigerungen mit den bei glukagonwirksamen Insulinen 
beobachteten Effekten identisch sind. 

Audy und Kerly® beschreiben einen glykogenolytischen Effekt 
von Extrakten aus Inselgewebe von Lophius piscatorius. Sie fiihrten ihre 
Testungen ausschlieBlich an Leberschnitten aus und priften ihre 
Extrakte leider nicht auf Blutzuckerwirkung am Ganztier. Bemerkens- 
wert erscheint uns dabei, daB die englischen Autorinnen in ihrer Ver- 
suchsanordnung mit Extrakten aus Seeteufel-Inseln gréBenordnungs- 
maBig nur etwa gleiche Aktivitét wie mit Extrakten aus Saugetier- 
pankreas fanden, von denen einige (z. B. Katze, foetales Kalb) die See- 
teufelextrakte sogar weit iibertrafen. Dies ist auffallend, wenn man 
bedenkt, daB gerade beim Seeteufel im Gegensatz zu den Verhiltnissen 
des Saéugetierpankreas sehr reines Inselgewebe vorliegt. 

Nach Ansicht von Ferner™, Thorogood und Zimmermann®*®, 
Sutherland und de Duve?®? aus dem Corischen Arbeitskreis, Gaede*® 
und anderen Autoren soll die Bildungsstitte des hyperglykaimisierenden 
Faktors (,,Glukagon‘“ oder ,,HG-Faktor‘) in spezifischen Zellen des 
endokrinen Zellapparates der Bauchspeicheldriise zu suchen sein, nim- 

8 E. Geiling u. A. de Lawder, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 39, 369 [1930]. 

33 L. Mosca, Boll. Soc. ital. Patol. 1951, zit. nach**. 

34 B. Malandra u. L. Mosca, Rass. Fisiopat. 24, 43 [1952]. 

3 G, Audy u. M. Kerly, Biochem. J. 52, 77 [1952]. 

36 KE. Thorogood u. B. Zimmermann, Endocrinology 37, 191 [1945]. 


37 KE. W. Sutherland u. Chr. de Duve; J. biol. Chemistry 175, 663 [1948]. 
38 K. Gaede, H. Ferner u. H. Kastrup, Klin. Wschr. 28, 388 [1950]. 
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lich in den A-Zellen, die vor allem durch die besondere Anfarbbarkeit 
ihrer Zellgranula bei Anwendung bestimmter Farbemethoden sowie nach 
Ferner* u.a. durch das Auftreten von Silbergranulationen bei Ver- 
silberung nach Gros-Schultze charakterisiert sind. Dabei wird ange- 
nommen, daB der hyperglykaimisierende Faktor ein echtes Hormon 
und physiologischer Gegenspieler des Insulins ist. 

In Anbetracht der weitgehenden Abwesenheit exokrinen Gewebes 
in den verarbeiteten Knochenfisch-Inseln und der darauf beruhenden 
hohen Insulin-Ausbeuten waren auch entsprechend hohe Glukagon- 
Ausbeuten zu erwarten gewesen. Wie die vorstehend mitgeteilten Er- 
gebnisse zeigen, war dies tiberraschenderweise nicht der Fall. Daraus 
ergibt sich zunichst die Frage, ob die Inselorgane von Teleostiern A- 
Zellen, die vermuteten Produktionsstitten des Glukagons, enthalten. 

RegelmaBig wurden seit Massari®® (L'teratur siehe bei Barg- 
mann*) bei der histologischen Untersuchung der Inselorgane zahl- 
reicher Teleostier zwei Zellarten unterschieden, hellere und dunklere 
Zellelemente, die sich deutlich auch ohne spezielle Untersuchungsver- 
fahren hervorheben und sich durch ihre Granula sowie zumeist auch ihre 
Lage unterscheiden. Die helleren Zellen weisen relativ sparliche K6rnchen 
in ihrem Cytoplasma auf und liegen besonders in den Randbezirken des 
Inselorgans, die dunkleren sind sehr dicht granuliert und oft zu Bandern 
und Rosetten um die Blutkapillaren angeordnet in den mehr zentralen 
Arealen. Bargmann*! méchte die helleren Zellelemente als die am 
héchstens differenzierten, Inkret produzierenden Inselzellen ansprechen 
und weist besonders auf die Kolloidbildung in diesen Zellen hin. 

Bei dem Teleostier Neomaenis griseus hat Bowie*® sich um eine 
Zelldifferenzierung bemiiht mit Bewertung der Anfarbbarkeit der Zell- 
granula im Vergleich zu den Granula der Zellen der Siugetierinseln, nach- 
dem bereits Slater Jackson (zit. n. Macleod*’) bei dem Knochen- 
fisch Pholis gunellus mit Hilfe von Granula-Farbungen «- und f-Zellen 
unterschieden hatte. Bowie’? kommt zu dem Ergebnis, daB die zen- 
tralen dunkleren Areale hauptsichlich aus «-Zellen bestehen, die lich- 
teren peripheren aus f- und y-Zellen. Die unsere Fragestellung beriih- 
renden A-Zellen (= «-Zellen) wurden von ihm in den einzelnen Inseln 
verschieden zahlreich gefunden, in gréBeren Inseln bis zu etwa 50% der 
Zellen. Der Granulagehalt der einzelnen Zellelemente schwankte dabei 
erheblich. 

In eigene histologische Untersuchungen, die wir zur Kon- 
trolle an den von uns verarbeiteten Teleostier-Inseln durchgefihrt haben, 
bezogen wir die in neuerer Zeit erweiterte Granula-Farbetechnik ein, 
z. B. Gomoris Chrom-Hamatoxylin-Farbung und seine Aldehyd-Fuch- 
sin-Trichrom-Methode. An dieser Stelle méchten wir uns auf die Fest- 
stellung beschranken, daB es nach unseren Befunden in den Inselor- 


39 G. Massari, Atti Accad. naz. Lincei 7, 134 [1898]. 
40 D. J. Bowie, Anatom. Record 29, 57 [1924/25]. 
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ganen der untersuchten Teleostier in betrachtlicher Zahl Zellen mit Gra- 
nula gibt, die sich gleich den x«-Granula, den Kérnchen der A-Zellen, 
anfirben, d.h. also A-Zellen entsprechen. Die Gros-Schultzesche 
Silbermethode zur Darstellung der A-Zellen nach Ferner diirfte beim 
augenblicklichen Stand der Histologie des Teleostier-Inselorgans nur in 
sehr sorgfaltigen Vergleichen mit den Granula-Farbungen als Kriterium 
fiir A-Zellen herangezogen werden kénnen. Wir verweisen hier auf die 
Bedenken Feyrters*!, Burkls* und Creutzfeldts®. Einige von 
uns durchgefiihrte Stichproben zeigten jedoch auch im Inselorgan der 
Knochenfische reichlich argyrophile Zellen. 

Somit stehen in den Inselorganen der Knochenfische reichlich A- 
Zellen dem praktisch vollstindigen Fehlen des blutzuckersteigernden 
Stoffes gegeniiber, dessen Bildung eben diesen A-Zellen zugeschrieben 
wird. Dieser Befund l48t sich in verschiedener Weise deuten: Es wire 
méglich, daB die A-Zellen der Siugetiere mit den A-Zellen der Knochen- 
fische nicht identisch sind. Denn die morphologisch auf Grund der An- 
firbbarkeit der Granula angenommene Ubereinstimmung muB8 nicht 
einer gleichen Funktion dieser Zellen entsprechen. Daraus wiirde sich 
auch fiir die A-Zellen des Siugetierpankreas ergeben, daB blutzucker- 
steigernde Effekte von Pankreasextrakten nicht generell mit Zellen in 
Verbindung gebracht werden kénnen, die auf Grund ihrer Granula- 
Anfarbbarkeit als A-Zellen bezeichnet werden. Insbesondere diirfte Vor- 
sicht bei dem Versuch geboten sein, Vorhandensein und vor allem An- 
zahl solcher A-Zellen mit der Produktion eines Hormons ,,Glukagon“ 
in direkten Zusammenhang zu bringen. 

Kine weitere noch zu klirende, aber wenig wahrscheinliche Méglich- 
keit diirfte darin liegen, daB das Fehlen eines blutzuckersteigernden 
Faktors im Knochenfisch-Pankreas durch eine Unwirksamkeit im Ka- 
ninchentest nur vorgetiuscht ist (d. h. ,,spezifisches Fisch-Glukagon‘‘). 

SchlieBlich kénnte der Todeskampf der Tiere als Erklarung dafiir 
herangezogen werden, daB wir aus den Inselorganen kein Glukagon 
extrahieren konnten, wenn auch die Darstellbarkeit der A-Zellen-Gra- 
nula in unserem Fisch-Material nicht gerade fiir diese Méglichkeit 
spricht. 


Beschreibung der Versuche 
Material 


Fiir liebenswiirdige Beratung und wirksame Unterstiitzung bei der Be- 
schaffung der Fisch-Organe sind wir Herrn Prof. R. Kindler vom Institut fiir 
Meereskunde der Universitat Kiel zu gré8tem Dank verpflichtet. Ganz besonders 
haben wir zu danken Herrn cand. rer. nat. W. Pirwitz vom gleichen Institut, der 


41 F, Feyrter; ,,Uber die peripheren endokrinen (parakrinen) Driisen des 
Menschen“. Maudrich-Verlag Wien-Diisseldorf 1953. 

42 W. Burkl; Acta Anatom. 12, 358 [1951]; W. Burkl u. W. Kovac, 
Mikroskopie 6, 283 [1951]. 

43 W.Creutzfeld, Disk.-Bemerkungen Tag. Dtsch. Pathol. Ges. Freiburg 
1952 u. Tag.Dtsch.Ges. Verd. Stoffwechsel-Krkh. Essen 1952. 














Weitzel, Strecker, Roester, Fretzdorff u. Buddecke, Bd. 295 (1953) 


104 





auf unsere Bitte hin an einer langeren Fischdampferreise bis in die Gewasser um 
Island teilnahm und an Bord Inselorgane sammelte. Spiter praparierte er fiir uns 
auch frisch gefangenes Material in Kiel. Weiterhin danken wir der Deutschen 
Hochseefischerei AG ,,Nordsee“ fiir verstindnisvolles Entgegenkommen bei 
der Lieferung von unausgeweidetem, durch besonders sorgsame Eis-Verpackung 
und Kihlung frisch gehaltenem Fischmaterial. 

Nach der Praparation an Bord wurden die Inselorgane in gesatt. NaCl-Lésung 
oder in 96-proz. Athanol eingelegt. Das auf dem Kieler Fischmarkt oder in Géttingen 
praparierte Material wurde zunichst frisch gewogen, dann je nach dem Verwen- 
dungszweck in salzsauren Athanol, in Aceton oder in physiol. NaCl-Lésung eingelegt, 
oder direkt nach der Préparation in Kjeldahikolben iiberfiihrt (s. u. ,,Zinkana- 
lysen“). 

Zinkanalysen 

Die frisch praparierten Organe wurden in gewogene Kjeldahlkolben (50 ccm, 
zinkfrei) eingebracht, das Frischgewicht bestimmt und bei 85-—105° im Warme- 
schrank bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Nach Feststellung des Trocken- 
gewichtes veraschte man mit konz. H,SO, (0,5—1 ccm) und einigen ccm Perhydrol 
in kleinen Portionen. Die Methodik der Zinkbestimmung haben wir friiher®! be- 
schrieben; es handelt sich dabei um die Extraktion der mit Tartrat auf py 5,5 
gebrachten mineralisierten Lésung mit CCl,/Dithizon, Veraschen des Zink-Dithizon- 
Riickstandes und Polarographie in Tartratpuffer bei py, 5,2—5,4. 


Organextrakte (Roh-Insuline) 

Die Organe (Inseln, exokrines Gewebe bzw. exokrin-endokrines Mischgewebe) 
wurden zerkleinert, mit salzsaurem Alkohol (17 g konz. HCl [38°%] auf 11 75-proz. 
Athanol) bedeckt, bei + 1° zwei Tage aufbe wahrt, abzentrifugiert, in| kleiner 
Reibschale zerrieben und noch zweimal je 24 Stdn. bei + 1° mit salzsaurem Athanol 
extrahiert. Trocknen des Geweberiickstandes im Vakuum, vereinigen der salz- 
sauren athanolischen Ausziige, neutralisieren mit 2-n. NH,OH und auf py 7,5 
bringen, abzentrifugieren der entstandenen Fallung. Diese sogen. ,.Ammoniak- 
fallung im Vakuum trocknen. Die abzentrifugierte Lésung mit 2-n. HCl auf 
pu 6 bringen und auf 1 ccm der Lésung 1,8 ccm absol. Athanol und 2,7 cem Ather 
zusetzen. Nach 12-stdg. Aufbewahren bei + 1° abzentrifugieren der entstandenen 
Fallung, einmal mit Aceton waschen. Die Fallung in wenig Wasser (etwa 2 ccm) 
lésen, 6 ccm Athanol zugeben und damit die Athanol-Ather-Fallung wie oben aus- 
fiihren. Die erhaltene Fallung abzentrifugieren und einmal mit Aceton waschen, 
i. V. trocknen. Dieses Produkt wird in der vorliegenden Arbeit als ,,Roh-Insulin“ 
bezeichnet. Im Kaninchentest priiften wir nicht nur dieses Roh-Insulin, sondern 
auch die Ammoniakfallungen und die aus den Mutterlaugen der Alkohol-Ather- 
fallungen durch Einengen im Vakuum erhaltenen Fraktionen. Abweichungen von 
dieser Methode der Extraktgewinnung sind bei den nachstehend beschriebenen 
einzelnen Aufarbeitungen besonders vermerkt. 


Blutzuckertest 

2—3 kg schwere Kaninchen, 24 Stdn. ohne Nahrung. Substanz-Einwaagen: 
Meistens 4 mg in 10-ccm-Ma8kélbchen, lésen mit Hilfe von 2—3 Tropfen 0,1-n. 
HCl, einstellen auf py 4,8—5,0 mit 1—2 Tropfen 0,l-n. NaOH, auffiillen mit 
0,9-proz. NaCl-Lésung (= 400 y Substanz/ccm). In einigen Fallen léste man auch 
in einem isotonischen Gemisch von Phosphatpuffer und NaC]. Injektion in die 
Randohrvene. Der zeitliche Abstand der Blutentnahmen ist aus den Abbildungen 
ersichtlich. Blutzuckerbestimmung nach Hagedorn-Jensen. , 


Gewinnung von Roh-Insulin aus Fisch-Pankreas im einzelnen 
1. Kabeljau. 120 Inseln. Extrahierter, getrockneter Geweberiickstand: 
3,239 g. Ammoniakfallung: 25 mg, Zinkgehalt 0,75°,. Roh-Insulin I: 148,8 mg, 
Zinkgehalt 0,45°%. Als 2. Fraktion erhielt man aus der  Alkohol-Ather- Mutterlauge: 
Roh-Insulin II = 10,0 mg mit 0,26°/, Zink. 
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Blutzuckerteste: Die Ammoniakfillung zeigte mit 500 y/kg i. v. keine Wirkung 
auf den Blutzucker. Roh-Insulin I: Auf Grund von 25 Kaninchenversuchen mit 
Dosen von 50 und 100 y/kg i. v. entsprach die Insulinwirkung etwa 50°/ derjenigen 
eines krist. Insulins mit 24 E/mg. (Siehe Abb. 1.) Die blutzuckersenkende Wirkung 
von Roh-Insulin II unterschied sich nicht wesentlich von derjenigen des Roh- 
Insulins I. 

Roh-Insulin I (jedoch nicht II) rief in einigen Kaninchenversuchen (nicht 
regelmaBig) kurzdauernden initialen Blutzuckeranstieg hervor. Zwei Proben von I 
wurden daher, um die Proteinnatur der Verunreinigungen zu priifen, durch eine 
eiweiBdichte Membran druckfiltriert. In beiden Fallen (Einsatz von jeweils 30 mg I) 
zeigte der Druck-Riickstand die reine Insulinwirkung, jedoch keinen initialen 
Blutzuckeranstieg. Die beiden Druck-Filtrate waren im Blutzuckertest ohne 
jeden Effekt. 

2. Kabeljau. 110 Inseln. Extraktion abweichend von dem iiblichen Ver- 
fahren mit neutralem 70-proz. Athanol, keine Ammoniakfallung. Geweberiick- 
stand (trocken): 1,726 g. 

Roh-Insulin I: 250 mg mit 0,15°% Zink. Blutzuckertest: schwache Insulin- 
wirkung, kein initialer Anstieg. Geschbtater Gehalt an Rein-Insulin: 20°. 

Roh-Insulin I nachtraglich zur Ammoniakfallung und erneuter Athanol- 
Ather-Fallung: Man erhielt 145 mg Roh-Insulin II mit 0,22°% Zink. Blutzuckertest: 
kraftige Insulinwirkung, kein initialer Anstieg. Der getrocknete, nur mit neutralem 
Alkohol extrahierte Geweberiickstand (1,726 g, s.o.) wurde mit salzsaurem Athanol 
nachextrahiert. Ammoniakfallung: 2 mg mit 0,6°,, Zink. Roh-Insulin III: 22,1 mg 
mit 0,50°, Zink. Blutzuckertest: Schwache Insulinwirkung, kein initialer Anstieg. 
Geschatzter Gehalt an Rein-Insulin: 20%. 

3. Kabeljau. Exokrines Gewebe “mit einigen eingestreuten Nebeninseln. 
Frischgewicht: 2,7 g. Trockengewicht nach Extraktion: 493 mg. Ammoniakfal- 
lung: 16 mg, 0,22°,, Zink. Roh-Insulin: 19,2 mg mit 0,16°,, Zink. Blutzuckerstest: 
Mit 1 mg/kg i. v. ‘deutliche Insulinwirkung, kein initialer Anstieg (s. Abb. 4). Ge- 
schatzter Anteil an Rein-Insulin: 1—2%. 

4. Kabeljau. Exokrines Gewebe mit eingestreuten kleinen Inseln. Frisch- 
gewicht: 1,23 g. Trockengewicht des Gewebes nach Extraktion: 178,6 mg. Am- 
moniakfallung: 22,7 mg mit 0,21°, Zink. Roh-Insulin: 10,0 mg mit 0,44% Zink. 
Blutzuckertest: schwache Insulinwirkung mit 200 y, deutliche mit 500 y/kg i. v. 
Kein initialer Anstieg (s. Abb. 4). Geschatzter Anteil an Rein-Insulin: héchstens 5%. 

5. Goldbarsch. 10 Inseln. Frischgewicht 250 mg. Trockengewicht nach Ex. 
traktion: 22 mg. Ammoniakfallung 3,3 mg mit 0,88°/, Zink. Roh-Insulin: 5,1mg 
mit 0,249, Zink. Blutzuckertest: Starke Insulinwirkung mit 50 und 100 y/kg i. v., 
entspricht etwa 50°, Rein-Insulin (s. Abb. 3). 

6. Goldbarsch..Exokrines Gewebe. Frischgewicht 1,25 g. Trockengewicht 
des extrahierten Gewebes: 231 mg, Ammoniakfallung 11 mg, 0,2°% Zink. Roh- 
Insulin: 53,6 mg mit 0,34°4 Zink. Blutzuckertest: Mit 50, 100 und 500 y/kg i. v. 
Insulinwirkung nicht erkennbar, kein initialer Anstieg. 

7. Seelachs. 28 Inseln. Extrahierter, getrockneter Geweberiickstand: 
317,5 mg. Ammoniakfallung: 3 mg mit 0,69°/, Zink. Roh-Insulin: 10,3 mg mit 
0,66°/, Zink. Blutzuckertest: Kraftige Insulinwirkung mit 100 und 50 y/kgi. v. 
kein ‘initia'er Anstieg. Geschatzter Anteil an Rein-Insulin: 40°% (s. Abb. 2). 

Eine aus den Mutterlaugen der Alkohol-Atherfallung erhaltene Fraktion zeigte 
mit 250 y/kg i. v. keinerlei Blutzuckerwirkung. 


8. Blauer Leng. 58 Inseln. Extrahierter, getrockneter Geweberiickstand: 
657,4 mg. Ammoniakfallung: 6 mg mit 0,32°4 Zink. Roh-Insulin: 6,1 mg, Zink- 
gehalt 0,71%. Blutzuckertest: Kraftige Insulinwirkung mit 50 y/kgi. v., kein ini- 
tialer Anstieg. Geschiatzter Anteil an Rein-Insulin: 70° (s. Abb. 2). 

Die Ammoniakfallung zeigte mit 500 y/kg i. v. keinerlei Blutzuckerwirkung. 

9. Gefleckter Katfisch. 7 Inseln. Extrahierter, getrockneter Geweberiick- 
stand: 69,5mg. Ammoniakfallung: 2mg, im Kaninchentest verwandt (s. u.). 
Roh-Insulin: 7,3 mg, im Tierversuch verbraucht. Blutzuckertest: Kraftige Insulin- 
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wirkung mit 50 und 100 y/kg i. v., kein initialer Anstieg. Geschatzter Anteil an 


Rein-Insulin: 50% (s. Abb. 3). , 
Die Ammoniakfallung und eine aus den Alkohol-Ather-Mutterlaugen ge- 
wonnene Fraktion zeigten mit 500 y bzw. 250 y/kg i. v. keine Blutzuckerwirkungen. 


Fiir verstandnisvolle Mitarbeit danken wir Fraulein Jutta Wojahn und 
Frau Gertrud Langenberg. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sach- 


beihilfe. 


Zusammenfassung 


Inselorgane und exokrines Pankreas von 10 Knochenfisch-Arten 
wurden getrennt prapariert und die Gewebe zum Teil fiir die Bestim- 
mung des Zinkgehaltes, zum Teil fiir die Herstellung insulinhaltiger 
Extrakte verwandt. 

Der Zinkgehalt des exokrinen Pankreas liegt in den meisten 
Fallen bei 20—30 y Zink/1 g Frischgewicht und entspricht den Durch- 
schnittswerten anderer, nicht zinkreicher Organe. - 

Die Inselorgane sind dagegen sehr zinkreich; die Mehrzah]l der 
gefundenen Werte liegt im Bereiche von 100—600 y Zink/1 g Frisch- 
gewicht bzw. 500—3000 y Zink/1 g Trockengewicht. 

Die Praparation der Inselorgane von Knochenfischen fihrt bei den 
meisten Artén zu weitgehend, nicht aber vollkommen reinem Insel- 
gewebe. Daher “kann die biologische Schwankungsbreite des védllig 
reinen Inselgewebes mit rd. 100—1000 y Zink/1 g Frischgewicht an- 
gesetzt werden. Fiir das Inselgewebe des Siugetierpankreas ist mit 
einem ebenso hohen Zinkgehalt zu rechnen. 

Extrakte aus den Inselorganen von K nochenfischen lieferten sehr 
hohe Insulin-Ausbeuten. Stellt man die gewonnenen Insulinmengen dem 
Zinkgehalt des Inselgewebes der gleichen Knochenfische gegeniiber, so 
ergibt sich unter der Annahme, da im Inselorgan Zink und Insulin 
miteinander verkniipft sind, fiir das Insulin ein Zinkanteil von rd. 
2—9%. 

Im Blutzuckertest lieB sich in den gewonnenen Fisch-Insulinen die 
Anwesenheit eines hyperglykaémisierenden, dem Glukagon des Siauge- 
tierpankreas entsprechenden Stoffes nicht feststellen. Extrakte aus 
exokrinem Gewebe bzw. aus exokrin-endokrinem Mischgewebe von 
Knochenfischen sowie die im Verlaufe aller Aufarbeitungen anfallenden 
Nebenfraktionen riefen keinen initialen Blutzuckeranstieg hervor. 

Eigene histologische Untersuchungen sprechen dagegen in Uber- 
einstimmung mit der Literatur fiir das Vorhandensein von A-Zellen 
in den Inselorganen von Knochenfischen. 
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Die Endaminosauren einiger Protamine 
Von 
K. Felix und A. Krekels 
Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitét Frankfurt a. Main 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Juli 1953) 
Karl Thomas zum 70. Geburistage gewidmet 


In den uns zuginglichen Protaminen!?* aus den Spermatozoen 
der Regenbogen- und der Bachforelle sowie des Bachsaiblings, des 
Herings, des Lachses und des Stérs haben wir die Aminosiuren am 
N-Ende nach F. Sanger* bestimmt. Wir lieBen das in Alkohol geléste 
1-Fluor-2.4-dinitro-benzol (FDNB) in Gegenwart von Natriumbicarbonat 
auf die Protamin-Hydrochloride in waiBriger Lésung einwirken. Nur im 
Falle des Sturins schied sich sofort ein 6] ab, bei den anderen erst auf 
Zusatz von Aceton. 

Die DNP-Protamine wurden mit Salzséure hydrolysiert, aus dem 
Hydrolysat die DNP-Aminosiuren durch Ather extrahiert und nach 
einem friiher beschriebenen Verfahren papierchromatographisch iden- 
tifiziert5. 

Mit Ausnahme des Sturins gaben die Hydrolysate der DNP-Prot- 
amine drei Flecke. Der oberste, am weitesten gewanderte, erscheint 
immer, wenn ein DNP-Protein hydrolysiert oder wenn DNP-Amino- 
siuren selbst den Bedingungen der Hydrolyse unterworfen werden. 
Durch die Siure werden die DNP-Derivate teilweise zersetzt und 2.4- 
Dinitro-phenol abgespalten, dessen Ry-Wert mit dem des obersten 
Fleckes tibereinstimmt. Der zweitoberste Fleck stammt von nicht ver- 
brauchtem Fluordinitrobenzol. 2.4-Dinitro-phenol und 1-Fluor-2.4- 
dinitro-benzol wurden noch durch Mischchromatogramme identifiziert. 

Der dritte Fleck des hydrolysierten DNP-Protamins des Herings 
und der Forelle riihrt nach Ry-Wert und Mischchromatogramm von 
DNP-Prolin her. Clupein (Hering), Iridin (Regenbogenforelle), Truttin 
(Bachforelle), Fontinin (Bachsaibling) und Salmin (Lachs) enthalten 
also nur Prolin als Endaminosiure. 

Als wir zum erstenmal! die Endaminosiuren des Clupeins be- 
stimmten, fanden wir neben dem Fleck des DNP-Prolins noch einen 
schwachen Fleck von DNP-Serin, der jetzt nicht mehr auftrat und 
damals vermutlich die Folge einer leichten Zersetzung des Clupeins 


1 K. Felix, H. Fischer, A. Krekels u. H.M. Rauen, diese Z. 286, 67 
[1950]. 

2 K. Felix, H. Fischer, A. Krekels u. R. Mohr, diese Z. 287, 224 [1951]; 
289, 10 [1951]. 

8 K. Felix, H. Fischer u. A. Krekels, diese Z. 289, 127 [1952]. 

on, Sanger, Biochem. J. 39, 507 [1945]; R.R. Porter u. F. Sanger, 
ebenda 42, 287 [1948]. 

.K. Felix u. A. Krekels, diese Z. 290, 78 [1952]. 
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war, bei der eine Peptidbindung gespalten wurde, an der Serin mit der 
Aminogruppe beteiligt war. Inzwischen haben wir das Verfahren zur 
Darstellung des Clupeins verbessert®. Weder das nach dieser neuen 
Methode dargestellte Clupeinmethylester-Hydrochlorid noch das Clu- 
pein-Hydrochlorid, das auf die im experimentellen Teil beschriebene 
Art gewonnen wurde, geben neben Prolin noch eine andere Endamino- 
saure. 

Inzwischen haben wir mit verschiedenen Methoden zeigen kénnen, 
daB das Clupein ein Gemisch aus mehreren sehr ahnlich aufgebauten 
Komponenten ist. Sie alle miissen am N-Ende mit Prolin beginnen, und 
nach noch nicht abgeschlossenen Versuchen haben wir den Eindruck, 
daB die ihm folgenden 4—5 Aminosiuren ebenfalls bei allen die gleichen 
sind. 

Das DNP-Sturin gibt neben den erstgenannten Flecken von Di- 
nitrophenol und Fluordinitrobenzol noch zwei weitere. Der erste ent- 
spricht DNP-Alanin, wie Leit- und Mischchromatogramme bestitigten, 
und der zweite (unterste) mu8B DNP-Glutaminsiure entsprechen. Die 
DNP-Glutaminsiure haben wir nicht kristallisiert erhalten, konnten 
also kein einwandfreies Mischchromatogramm herstellen. Eine andere 
DNP-Aminosaure kommt nicht in Betracht; denn nach unseren Er- 
fahrungen mit DNP-Asparaginsiiure® geben nur DNP-Aminodicarbon- 
siuren Flecken, die niedriger liegen, als der des DNP-Serins; und in 
diesem Sturinpraparat haben wir Glutaminséure papierchromato- 
graphisch nachgewiesen®. 

Neben dem atherischen Extrakt haben wir auch die wiBrige Phase 
papierchromatographisch analysiert, aber keine weitere DNP-Amino- 
siure gefunden, auch nicht im Hydrolysat des Sturins, das bemerkens- 
werte Mengen Lysin enthalt. Hier hat die e-Aminogruppe des Lysins 
aus noch unbekannten Grinden nicht mit FDNB reagiert. 


Beschreibung der Versuche 
1. Darstellung der DNP-Protamine 


Zuerst haben wir aus trockenem ungefillten Nucleoprotamin mit 0,2-proz. 
Salzsiure das Protamin extrahiert, darauf mit Aceton gefallt und schlieBlich in 
gefrorenem Zustand getrocknet?. 

Je 100 mg dieser Protamin-Hydrochloride wurden mit 50 mg Natriumbicar- 
bonat in 10 cem Wasser gelést und dazu jeweils 50 mg 1-Fluor-2.4-dinitro-benzol 
in 10 cem Alkohol gegeben. Die Liésungen farbten sich sofort intensiv gelb, blieben 
aber klar. Nur im Falle des Sturins schied sich das Natriumsalz des DNP-Prot- 
amins als orangerotes Ol ab. Die Lésungen der anderen DNP-Protamine blieben 
klar, auch dann, als sie mehrere Stunden geschiittelt wurden. 

Nach drei Tagen wurde der Alkohol im Vakuum abdestilliert und das iiber- 
schiissige FDNB dreimal mit wasserhaltigem n-Butanol extrahiert. Wie die Papier- 
chromatogramme der Hydrolysate zeigten, blieben noch geringe Spuren des 
Reagens zuriick. 

Die waBrigen Schichten wurden auf dem Wasserbad bei 30—35° C zur Trockne 
eingeengt und der Riickstand wieder mit destilliertem Wasser aufgenommen. Die 


¢ H.M. Rauen, W. Stamm u. K. Felix, diese Z. 291, 275 [1952]. 
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auch jetzt noch klaren orangegelben Lésungen wurden mit 2-n.Salzsiure gerade 
angesduert, wobei die Farbe in helles Gelb umschlug, aber keine Triibung auftrat. 
Das Reaktionsgemisch des DNP-Sturins wurde ebenso behandelt, wobei sich 
ein orangefarbenes Ol absetzte, das iiber Nacht fest wurde. 
Die klaren Lésungen der anderen DNP-Protamine wurden mit Aceton bis 
zur bleibenden Triibung versetzt. Uber Nacht schied sich ein diinner gelber Belag 
aus feinen Oltrépfchen ab. 


2. Hydrolyse der DNP-Protamine 
Das iiber den Oltrépfchen stehende waBrige Aceton war fast farblos und 
wurde abgegossen. Der Riickstand wurde jeweils in 3 cem rauchender konz. Salz- 
sdure aufgenommen und in einer zugeschmolzenen Ampulle 16 Stdn. bei 110°C 
hydrolysiert. Dabei farbten sich die zunachst hellgelben Lésungen braunlich. 
Das DNP-Sturin, das sich in fester Form abgeschieden hatte, wurde auf die 
gleiche Weise hydrolysiert. 


3. Identifizierung der DNP-Aminosauren 

Aus dem Hydrolysat wurden die DNP-Aminosauren dreimal mit Ather aus- 
geschiittelt, der sich regelmaBig deutlich gelb farbte, am intensivsten beim DNP- 
Sturin. Der Ather wurde mit der von ihm aufgenommenen Salzsiure verdampft. 
Der verbliebene Riickstand wurde in etwa 80 mm? Eisessig aufgenommen, davon 
je 30 mm® auf das Filtrierpapier aufgesetzt und das Chromatogramm mit dem 
von uns angegebenen Gemisch® entwickelt. Es ergab sich die in dem folgenden 
Schema wiedergegebene Verteilung: 
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Das Testgemisch bestand aus den DNP-Derivaten von Isoleucin, Valin, 
Prolin, Alanin, Threonin, Glycin, Serin und Asparaginsiure. 


Zusammenfassung 

In einigen Protaminen wurden die Aminosiuren am N-Ende mit 
1-Fluor-2.4-dinitro-benzol bestimmt. 

ridin (Regenbogenforelle), Truttin (Bachforelle), Fontinin (Bach- 
saiblinge), Salmin (Lachs) und Clupein (Hering) bestehen aus Peptid- 
ketten, die nur mit Prolin enden. 

Sturin (St6ér) enthélt zwei Endaminosiéuren, Alanin und Glutamin- 
siure. 
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Einfache Darstellung aktiver Zymaselésungen 
aus Backerhefe 


Von 
Carl Neuberg und Irene S. Forrest 


Aus dem Department of Biochemistry New York, Medical College, New York, und dem 
Agrikulturchemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Juli 1953) 


Diese Untersuchung ist als ein Zeichen freundschaftlicher Verbundenheit 
Karl Thomas, Gottingen, zu seinem 70. Geburtstage gewidmet 


Die moderne Biochemie ist bemiiht, in Lebewesen chemisch ge- 
lenktes Geschehen nach Méglichkeit aus Wirkungen zu begreifen, die 
von isolierten Fermenten oder Enzymsystemen ausgehen. Eine erheb- 
liche Anzahl von Biokatalysatoren ist in Holo-Zymaselosungen vorhan- 
den. Deshalb beansprucht die Bereitung zellfreier garkraftiger Hefen- 
sifte unvermindertes Interesse. 


Vor 55 und 45 Jahren ist Buchner! bzw. Harden? die Herstellung aktiver 
PreBsaifte aus mechanisch zertriimmerten Hefezellen gelungen. Ihr Verfahren ist 
durch Schaffung der Methode iiberhcolt, nach der sich ein garwirksamer Macera- 
tionssaft gewinnen laBt. 1905 hat Iwanow® entdeckt, daB an der Luft getrock- 
nete untergirige Bierhefe oder Aceton-Trockenpriparate derselben Hefe durch ein- 
fache Digestion mit Wasser zellfreie kolloidale Ausziige liefern, die alkoholische 
Zuckerspaltung herbeifiihren. Er nannte sie Alkoholase-Lésungen. Nicht mit seinem 
Namen ist dieser Befund verbunden geblieben, sondern mit dem Lebedews‘, der 
6 Jahre spater mit einem wesensgleichen Verfahren girtiichtige Macerationssifte 
dargestellt hat. Eine Bereitung wirksamer Zymaselésungen ist im allgemeinen nur 
mit Bierhefen méglich gewesen. Deren Benutzung ist mit einigen Nachteilen ver- 
bunden. Sie werden von den Brauereien in ungewaschenem und nicht abgepreBtem 
Zustande bezogen, sie miissen im Laboratorium erst vorbehandelt und schlieBlich 
in sehr diinnen Schichten bei maBiger Temperatur getrocknet werden. 

Wie von Nilsson und Alm® betont worden ist, liefert ihre ausgezeichnete 
Methode zur Beschaffung von ,,intakter“ untergiiriger Trockenhefe bei Backerhefe 
kein Material, aus dem Wasser Zymase auslaugt. 

Einen Fortschritt brachte das Verfahren von Neuberg und Lustig®. Nach 
diesem kann aus der iiberall kiuflichen obergirigen Backerhefe, der recht reinen 
PreBhefe des Handels, nach Uberfiihrung in den Trockenzustand durch Wasser 
Zymase extrahiert werden. Offenbar bewirkt die Trocknung die notwendige 
Permeabilitaétsinderung der Zellmembran. Die erforderliche Digestion geschieht 
mit Diammoniumphosphatlésung in Ausnutzung der Erfahrung, daB NH,- oder 





1 E.u. H. Buchner u. M. Hahn, Die Zymasegirung. Oldenbourg, Miinchen 
u. Berlin, 1903. 

2 A.Harden, Alcoholic Fermentation. Longmans, Green & Co., London, 
New York, Toronto, Fourth Ed. 1932. 

3 L. lwanow, Trav. Soc. Naturalistes, St. Petersburg 34 [1905]; diese Z. 
50, 281 [1906]; Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde, Infektionskrankh. Abt. II. 24, 1 
[1909]. 

4 A. Lebedew, Bull. Soc. chim. France [4] 9, 744 [1911]. 
5 R. Nilsson u. F. Alm, diese Z. 239, 187 [1936]. 
* C.Neuberg u. H. Lustig, Arch. Biochemistry 1, 192 [1942]. 
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K-Ionen spezielle Funktionen im Ablauf der alkoholischen Zuckerspaltung er- 
fiillen’. 

Neuerdings befinden sich in USA Backerhefen als Trocken- 
praparate im Handel. Sie bilden grobe gelbweiBe Pulver oder Kriimel. 
Ohne jede weitere Vorbereitung eignen sich einige derselben direkt zu 
einer bequemen Herstellung girkraftiger Zymaselésungen. Es sind dieses 
die Trockenhefen der National Yeast Products, Federal Yeast Corp. und 
Red Star Yeast. Aus einer anderen Trockenhefe, Fleischmanns Yeast, 
la8t sich trotz ihrer hervorragenden Girkraft kein aktiver Macerations- 
saft gewinnen. Es sei daran erinnert, da ahnliche Beobachtungen auch 
fiir Bierhefen vorliegen und daB Hefen gleicher Provenienz zu verschie- 
denen Zeiten groBe Schwankungen in ihrer Eignung zur Verarbeitung 
auf aktive Zymaseextrakte aufweisen’*®, Versuche, unwirksame Aus- 
ziige aus den verwendeten Trockenoberhefen durch Zugabe von Akti- 
vatoren (s. u.) oder Kochsaft zu beleben, haben keinen Erfolg gehabt. 
Der in der amerikanischen Backerhefen-Industrie getbte Trocknungs- 
prozeB ist nicht die Ursache der Unwirksamkeit. (Die Trockenhefen 
giren ja ausgezeichnet.) Art der Entwasserung und spezieller Charakter 
der Hefen diirften die Unterschiede bedingen. Es scheint, daB bei be- 
sonders schonender Trocknung eine wohl enzymatisch geforderte Auf- 
lockerung oder eine stiirkere Durchlécherung der Zellmembran unter- 
bleibt und infolgedessen kein reichlicher Austritt® von Plasma, dem 
Medium der Garungsenzyme, erfolgt. Fiir eine solche Deutung sprechen 
die Unterschiede im EiweiBgehalt der gartiichtigen und unwirksamen 
Extrakte (s. spater). 

Jedes Verreiben von Hefe schwacht nach Warburg? sowie Sobotka"™ die 
Garkraft*. Die Griinde dafiir sind Schadigungen der Zellstruktur. Das von Buch- 
ner! auf Bierhefe angewendete Verfahren der Zellzertriimmerung durch Behand- 
lung mit Quarzsand und Kieselgur hat seine Vorliufer in der Methode des Zer- 
reibens mit Quarzpulver, die v. Manassein!® und Schumacher’ 1872 und 
1874 empfohlen haben. (Wegen mangelnder Sterilitét der Zubereitungen hat 
Buchner die Beweiskraft der damit erzielten Ergebnisse bestritten.) Auf dieses 
alte Verfahren der Zerreibung mit Glaspulver haben Hochster und Quastel4 
zuriickgegriffen. 

Fir Extraktion der Zymase haben auch die Letzterwahnten Phos- 


phatlésung nach Neuberg und Lustig® und namentlich eine Zugabe von 


7 C. Neuberg u. E. Schwenk, Biochem. Z. 71, 135 [1915]; 88, 145 [1918]; 
A. Harden, Biochem. J. 11, 64 [1917]; H. Katagiriu. G. Yamagishi, Biochem. 
J. 28, 654 [1929]. 

8 H. v. Euler u. E. Adler, diese Z. 226, 206 [1934]. 

- ° M. Hahn u. L. Geret, II. Teil der 1. c.1 angefiihrten Monogr., S. 287—410. 

10 QO, Warburg, Ergebn. Physiol. biol. Chem. exp. Pharmakol. 14, 253 [1914]. 

1. H. Sobotka, diese Z. 184, 1 [1924]. 

12 M.v. Manassein, in J. Wiesner, Mikroskopische Unters.; J. Maier, 
Stuttgart 1872, S. 128. 

18 KE. Schumacher, S.-B. Akad. Wiss. Wien 70, I. Abt., 157 [1874]. 

14 R. M. Hochster u. J. H. Quastel, Arch. Biochemistry Biophysics 31, 
278 [1951]. 

* 1, c.°, S. 375—379, 390. 
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Nicotinamid als wesentlich betrachtet. Das Nicotinamid soll einem Ver- 
schwinden der Cozymase aus dem System der Girungsfaktoren dadurch: 
entgegenwirken, da es die hydrolysierende Wirkung der Diphosphopyri 
din-Nuclease hemmt. Ein giinstiger EinfluB des Nicotinamids, wie ihn dic 
letztgenannten Autoren bei ihrer Glaspulver-Technik verzeichnen, tritt 
bei der hier beschriebenen einfachen Extraktion von Trockenoberhefen 
nicht zutage. Meyerhof und Kaplan” haben beim Nicotinamid jeden 
Effekt als Aktivator oder Cofaktor der Girung vermiBt. Die Heran 
ziehung solcher Agenzien ist tibrigens durchaus nicht immer erforderlich. 
Der Macerationssaft aus der kauflichen Trocken-Biackerhefe ,,National 
Yeast“ erweist sich als so ausgezeichnet, da sich zumeist die tibliche 
Zugabe von Aktivatoren, einem Gemisch kleiner Mengen normaler 
Girungsprodukte, eriibrigt. 

Nicht unerwahnt bleibe, da8 saimtliche Trockenoberhefen sich zur 
einfachen Demonstration der Brenztraubenséiure-Vergérung, der Acy- 
loinkondensation sowie des Wesens der Abfangsverfahren eignen, 
unter Innehaltung der hierfiir gegebenen Anleitungen’®. 


Der Preis fiir die Trockenpraparate der Bickerhefen ist 50 cents pro Pfund. 


- Beschreibung der Versuche 


Man trage 40 g Trocken-Oberhefe in 135 ccm 2,2-proz. Diammonium- 
phosphat-Lésung ein. Unter éfterem Schiitteln belasse man die Ansiatze 
18—24h bei 18—21°. Langeres Stehenlassen einer mit oder ohne Zugabe von 
Antisepticis (Toluol oder Tetrachlorkohlenstoff) erwies sich als nachteilig. 214- 
stdge. Digestion bei 37° bot keinen Vorteil. Zweimaliges Zentrifugieren lieferte 
klare Safte. In Parallversuchen wurde die Digestion der 40g Trockenhefe mit 
135 ccm Phosphatlésung in Gegenwart von 1g Nicotinamid vorgenommen. 

Je 18 ccm Saft wurden mit 1,8 g Rohrzucker und 4 Tropfen Toluol bei 38° 
angesetzt. In einem Teil der Girversuche wurden 0,5 ccm Aktivatormischung 
(0,2 g Acetaldehyd oder 0,4 g Brenztraubensiure oder 0,4 g Methylglyoxal und 
2g Magnesium-fructosediphosphat in 1000 ccm H,O) sowie einige Kristallchen 
ATP zugegeben. 

Trockenhefen wurden uns von den folgenden Gesellschaften freundlichst zur 
Verfiigung gestellt: 

National Yeast Corp., New York City, Federal Yeast Corp., New York 
City, Red Star Yeast, Milwaukee, Wisc. und Fleischmann Yeast, New York 
City. Den Firmen sei bestens gedankt. Die Trockenhefen, die alle vortreffliche 
Garkraft besaBen, sind in der Reihe absteigender Wirksamkeit der aus ihnen er- 
haltenen Safte aufgefiihrt. 

Alle Safte konnten wiederholt eingefroren (—6°) und wieder aufgetaut werden, 
ohne nach 3 Wochen an Wirksamkeit merklich eingebiiBt zu haben. 

Buchner! hat PreBsaft aus Unterhefe optisch inaktiv befunden. Der Saft 
aus National Yeast zeigte Drehungsvermégen. Nach Klarung mit etwas kolloidalem 
Eisenhydroxyd ergab sich —1,02° im 2-dm-Rohr. 

Die Volumina der verschiedenen Safte, die aus 40 g Trockenhefe und 135 ccm 
Diammoniumphosphatlésung erhalten wurden, betrugen nach einmaligem Zen- 
trifugieren z. B. bei Fleischmann Yeast = 80 ccm, National Yeast = 115 ccm, National 





16 QO. Meyerhof u. A. Kaplan, Arch. Biochemistry 28, 147 [1950]. 

16 C, Neuberg u. M. Kobel, im Handbuch der Pflanzenanalyse von G. Klein, 

4, Band, Verlag Julius Springer, Wien 1933, 8S. 1253. 
‘ 
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Yeast mit Nicotinamid = 120 cem, Federal Yeast = 100 ccm. (Es variieren die 
Mengen Fliissigkeit, die von den diversen Hefen zuriickgehalten werden.) 

Fiir die verschiedenen Safte wurde der EiweiBgehalt bestimmt. Ermittelt 
wurden in je 5 ccm bei Fleischmann: 145 mg, National: 260 mg, National mit Ni- 
cotinamid: 270 mg, Federal: 260 mg, Federal mit Nicotinamid: 265 mg, Red Star: 


238 mg. 

Beim Erwarmen gerinnen die Safte. Nimmt man die Probe in Reagens- 
glisern vor, so kann man bei einiger Ubung aus der Beschaffenheit des Koagulums 
auf die Gartiichtigkeit schlieBen. Im allgemeinen ist sie bei vollstaindigem Er- 
starren des Reagensglasinhalts gut. 


Zusammenstellung der Versuchsergebnisse. 











Extrak- |Garansatz 
: tion unter mit Eintritt 
Extrak- Extrak- 
tionszeit tions- Trockenhefe og Bros — A. vad 
in fh Temp. von lg tivator arung 
Nicotin- | + Spur nach 
amid ATP 
20 18—21° Fleischmann _ -- 21/gh 
20 18—21° Fleischmann - + 24/,h 
20 18—21° Fleischmann + -- 21/,h 
20 18—2]° Fleischmann os a 21/gh 
20 18—21° National -- — 6 min 
20 18—21° National -- + 6 min 
20 18—21° National + — 15 min 
20 18—21° National a ao 15 min 
2 37° National -- - 8 min 
Spur nach 
2 37° Fleischmann _ — 1%h 
20 18—21° Federal _ — 6 min 
20 18—21° Federal - +. 6 min 
20 18—21° Federal -- oa 20 min 
20 18—21° Federal + + 20 min 
20 18—21° Red Star -- - 50 min 
20 18—21° Red Star -- + 35 min 
20 18—21° Red Star +- + 35 min 
20 18—21° Red Star os 4+ 20 min 
21/4 37° Red Star _ -s 40 min 














Wenn die Trockenhefen linger als 5 Monate bei gewédhnlicher Temperatur aufbewahrt 
worden sind, kann der Eintritt der Girung eine Viertelstunde spiiter erfolgen als in obiger 


Tabelle verzeichnet ist. 
Wegen der Méglichkeit einer Vermehrung vorhandener Hefezellen*? blieben Versuche auBer 


Betracht, in denen Gadrung erst nach 22/,h einsetzte. 
Zusammenfassung 


Aus jetzt im Handel erhiltlichen Trocken-Bickerhefen kénnen 
mit sek. Ammoniumphosphat wirksame Zymaselésungen gewonnen 
werden. Zugabe von Nicotinamid zur Extraktionslésung war ohne Ein- 
fluB auf das Giérungsvermégen der Ausziige. 


"47 EB, Abderhalden u. A. Fodor, Fermentforschg. 5, 138 [1921/1922]. 
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Zur Kenntnis der Kartoffelphosphatase 
IV. Mitteilung?>? 


Von 
Burckhard Helferich und Gerhard v. Bruck 


Ausydem Chemischen Institut der Universitit Bonn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Juli 1953) 
Herrn Prof. K. Thomas zum 70. Geburtstag mit herzlichen Glickwiinschen 
gewidmet 


Entsprechend der letzten Veréffentlichung konnte die Kartoffei- 
phosphatase in einzelnen Fallen bis zu einer Wirksamkeit von etwa 
3500—4000 Phosphatase-Einheiten (PE) pro mg angereichert werden. 
Im folgenden wird eine Methode kurz beschrieben?, die bis zu Priparaten 
von etwa 8000 PE/mg fiihrt. Die ersten Schritte sind die gleichen 
wie in den friiheren Veréffentlichungen. Der KartoffelpreBsaft wird 
zunichst fraktioniert mit Aceton gefillt. Das dabei entstehende 
,Acetonferment‘‘ wird aus Pufferlésung, ebenfalls fraktioniert, mit 
Tanninlésung gefallt. Das so entstandene ,,Tanninferment‘‘ kann durch 
Fallung mit Ammonsulfat (AS) weiter angereichert werden (AS-Ferment). 
Die bisherige weitere fraktionierte Fillung aus Wasser mit Alkohol 
unter Zusatz von n-Octanol-(1)! wurde verbessert dadurch, daB diese 
Fallung bei ihrer Wiederholung in Gegenwart von etwas Ammonsulfat 
vorgenommen wurde. Es gelang, in reproduzierbarer Weise Praparate 
mit einer Wirksamkeit von etwa 7000—8000 PE/mg zu erhalten. Die 
folgende Ubersicht gibt Beispiele fiir den Gang der Anreicherung. 
Ausdriicklich mu8B aber betont werden, daf in jedem einzelnen Fall 
dem gréBeren Versuch Vorversuche vorausgehen miissen, um die 
optimalen Bedingungen zu ermitteln. Denn diese sind nicht nur von 
der Kartoffelsorte, von dem Erntejahr, sondern auch von dem einzelnen 
Zwischenpraparat, vor allem von seinem Alter abhangig. 

Die Wirksamkeit der einzelnen Priiparate (PE/mg) oder Lésungen 
(PE/ml) wurde wie in den friiheren Arbeiten? am Monophenylphosphat 
bestimmt. Um die Wirksamkeit auf die Trockenpriaparate, d.h. die 
PE/mg zu bestimmen in den Fallen, in denen nur Lésungen des Ferments 
gemessen wurden, konnte — wie friiher — der Riickstand einer solchen 
Lésung durch Eindunsten zur Trockne bis zur Gewichtskonstanz iiber 
Silikagel unter 15mm Druck gefunden werden. Bei Priparaten, die 
merkliche Mengen von Ammonsulfat enthielten, wurde dieses durch 
NH,-Bestimmung bestimmt und sein Gewicht von dem Riickstand 
abgezogen!. AuBerdem wurde aber auch in vielen Fallen der Gehalt 
einer solchen Lésung an Fermenttrockenpriparat auf die folgende 


1 III. Mitt.: B.Helferich, H.Séntgerath, H.Stetter, W. Piischel 
u. G.v. Bruck, diese Z. 290, 48 [1952]. 

2 Nahere Angaben, besonders iiber die Versuche, siehe Dissertation v. Bruck, 
Bonn 1953. 
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Weise gefunden: Nach Lowry und Mitarbeitern® kann der ,,Eiweif- 
gehalt“ einer Lésung aus der Stirke der Biaufarbung ermittelt werden, 
die solche Lésungen mit dem Folin-Reagens geben*. Es wurde eine 
Kichkurve aufgenommen und fiir die verschiedenen Fermentpraparate 
(Acetonferment, Tanninferment, Ammonsulfatferment, Alkoholferment) 
Korrekturglieder bestimmt durch Bestimmung des Trockenriickstandes 
und durch Bestimmung des ,,KiweiBgehaltes‘‘ nach Lowry. Mittels 
dieser Kichkurve konnte dann auch in sehr verdiinnten Fermentlésungen 
der Gehalt an Trockenriickstand, unabhaingig von der Anwesenheit 
von Puffersalzen, durch Messung der Durchlassigkeit bei bestimmten 
Wellenlingen mit einem Beckman-Spektralphotometer festgestellt 
werden. 

Die so erhaltenen Riickstandbestimmungen sind mit (Spktr.) ge- 
kennzeichnet. Die Methode hat sich als meist hinreichend genau iiber- 
einstimmend mit der Trockenriickstandsbestimmung durch Wagung 
(Rekstd.) erwiesen und hat den Vorzug, bei verdiinnten Lésungen 
noch genaue Werte zu geben, unabhangig von der Anwesenheit von 
Puffersalzen zu sein und sehr viel rascher das Resultat zu liefern. 


Ubersicht iiber eine Anreicherung 


Kartoffelsorte: Aquila. 
30 kg Kartoffeln lieferten 10,217 Saft mit 106 PE/ml = 1000000 PE. 


Acetonfallung 
1. Acetonfallung mit 5,67 Aceton (55 Vol.°%). Die Fallung enthielt nur sehr 
wenig Ferment und wurde verworfen. 
2. Acetonfaillung mit weiteren 6,7/ Aceton: 56,5g ,,Acetonferment‘’ mit 
11 PE/mg = 620000 PE, d. i. 57% Ausbeute. 


Tanninfallung 

53 g ,,Acetonferment“ mit 7,1 PE/mg, gelést in 500 ml = 372000 PE: 

1. Tanninfallung mit 152 ml einer 4-proz. Tanninlésung: fermentarm, wurde 
verworfen. 

2. Tanninfallung mit weiteren 5 ml einer 4-proz. Tanninlésung: 196 mg mit 
547 PE/mg = 107000 PE = 29%. 

3. Tanninfallung mit 10 ml einer 4-proz. Tanninlésung: 27 mg mit 258 PE/mg 
= 7000 PE = 2% (wnrde verworfen). 


Ammonsulfatfillung (ASF) 
1100 mg ,,Tanninferment’* mit 540 PE/mg = 600000 PE in 200 ml Citrat- 
puffer vom py 4,88: 

1. ASF mit 50 g Ammonsulfat (d. i. 25 g pro 100 ml Lésung). Der bei 0° ab- 
zentrifugierte Niederschlag wurde sofort wieder in Wasser aufgelést : 245000 PE 
= 40%; 650 PE/mg (Spktr.). 

Das Zentrifugat dieser 1. ASF enthielt in 211 ml noch 360000 PE. Es 
wurde umgepuffert durch Zusatz von 13,2 ml n-NaOH auf py etwa 6. 

2. ASF mit weiteren 35g Ammonsulfat, im ganzen demnach 40g Ammon- 

sulfat pro 100 ml Lésung: 224000 PE = 37°4; 1200 PE/mg (Spktr.). 


3 0. H. Lowry, N. G. Rosebrough, A. L. Farr u. R. J. Randall, J. biol. 
Chemistry 198, 265—275 [1951]. 
4 0. Folin u. V.Ciocalteu, J. biol. Chemistry 73, 629 [1927]. 
8* 
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Alkoholfallung (AF) 
70 ml eines AS-Ferments (2. ASF) mit 720 PE/mg (Spktr.) = 320000 PE; 
Zusatz von 5 Tropfen (= 4 Tropfen pro 50 ml Fermentlésung) n-Octanol (1): 
1. AF mit 95 ml 90-proz. Alkohol: 113000 PE = 35°%; 5000 PE/mg (Spktr.). 
2. AF mit weiteren 50 ml 90-proz. Alkohol: 147000 PE = 46%; 1800 PE/mg 
(Spktr.). 
Weitere Fallungen enthielten nur noch sehr wenig Ferment. 


Wiederholung der Alkoholfallung 

a) 57 ml Lésung eines alkohol-gefallten Fermentes mit 4000 PE/mg (Spktr.) 
= 370000 PE, nach Zusatz von 5 Tropfen n-Octanol-(1) und von 100 mg Ammon- 
sulfat (Rckstd.: AS = 1:1) in 5ml Wasser: 

1. AF mit 50 ml 90-proz. Alkohol: 270000 PE = 73%; 7000 PE/mg (Rckstd.). 
2. AF mit weiteren 50 ml 90-proz. Alkohol: 41000 PE = 11%; 3900 PE/mg 

(Rekstd.). 
adi i 50 ml Lésung eines Ferments (alkoholgefallt) mit 20000 PE, 6800 PE/mg 
(Spktr.). 

AF mit 125 ml 90-proz. Alkohol (Fallung erst nach 3 Tagen Aufbewahren 
bei —10°): 11000 PE = 54%; 8000 PE/mg (Rckstd.). 

Mit der Gewinnung von Phosphatase-Priparaten von etwa 
8000 PE/mg ist eine etwa 120000-fache Anreicherung des Ferments 
gegeniiber dem Ausgangsmaterial, der Kartoffel, erzielt. Ob man damit 
der ,,Reindarstellung‘ des Ferments schon nahe gekommen ist, bleibt 
noch unentschieden. Trotzdem haben wir die analytische Untersuchung 
des Ferments wieder aufgenommen. 

In der ersten Arbeit® war — in fréhlichem Optimismus — an- 
genommen, daB ein Praiparat mit 180 PE/mg dieser Reinheit schon 
nahe ware. Aus deu damals durchgefiihrten Hemmungs- und Akti- 
vierungsversuchen schien der SchluB berechtigt, Bor (Borsiure) wire 
vielleicht ein Bestandteil der Phosphatase, zumal sich analytisch ein 
merklicher Gehalt daran feststellen licB. 

Wir haben diese Frage an den nunmebhr sehr viel reineren Pri- 
paraten, die bis zu 440mal wirksamer sind, wieder aufgenommen. 














Ferment y Bor/g y Bor/1 x 10° PE 
»,Lanninferment ‘‘ 
360 PE/mg 6,7 19 
360 PE/mg 5,8 17 
650 PE/mg 6,4 9,8 
650 PE/mg 6,3 9,6 
650 PE/mg 6,4 9,8 
»,Alkoholferment*‘ 
3000 PE/mg 31 10 
3100 PE/mg 42 14 
3100 PE/mg 6,7 2,2 
3600 PE/mg 24 6,7 
7000 PE/mg 12 a 


5 B. Helferich u. H. Stetter, Liebigs Ann. Chem. 558, 239 [1947]. 
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Als Bestimmungsmethode wurde die von Otting® angegebene beniitzt. 
Sie beruht darauf, daB die organische Substanz (das Ferment) in Wasser mit 
konz. H,SO, und Ammonpersulfat vollstandig verbrannt wird, der Uberschu8 
an Oxydationsmittel durch Ameisensiure zerstért wird und nach Zusatz von 
1,1’-Anthrimid in konz. H,SO, 3 Stdn. auf 90° erwirmt wird. Die anfangs griine 
Lésung wird bei Anwesenheit von Bor blau, sonst farblos. Die Messung der Licht- 
durchlassigkeit bei 620my im Beckman-Spektralphotometer, im Vergleich zu 
Eichkurven mit bekanntem Borgehalt, ergibt die Bormenge. Die Bestimmung 
ist sehr genau bis herunter zu sehr geringen Bormengen von weit weniger als 1 y 
Bor. Bei den Bestimmungen wurden QuarzgefiBe und médglichst borfreie Rea- 
genzien verwandt. 

Aus diesen Bestimmungen ergibt sich, daB die Borwerte, bezogen 
auf 10° PE, sehr streuen und keinen Zusammenhang mit der Wirk- 
samkeit erkennen lassen. Das wirksamste Priparat enthalt sogar am 
wenigsten Bor. Offenbar hat der — sehr geringe — Borgehalt mit der 
Fermentwirkung nichts zu tun. 

Weiter wurde an den Fermentpriparaten verschiedener Wirk- 
samkeit bis hinauf zu den wirksamsten (reinsten) der Gehalt an Kohlen- 
hydraten bestimmt. Es wurde dazu die Methode von Sérensen? 
verwandt, die auch von Micheel® vor kurzem verbessert worden ist: 
Gelb-Rotfairbung von Zucker mit Orcin und H,SO,. Die quantitative 
Messung erfolgte durch Bestimmung der Extinktion bei 425 my im 
Beckman-Spektralphotometer im Vergleich zu Eichkurven bzw. Blind- 
versuchen. 

Auf-eine besondere Schwierigkeit — und ihre Uberwindung — sei 
hingewiesen. Die Intensitit der Farbung ist sehr stark von der Siaure- 
konzentration, d.h. von dem Wassergehalt der Bestimmungsmischung 
abhangig, wie schon Sérensenschreibt. Die Herstellung einer Schwefel- 
siure von 60 Vol.-°% durch Versetzen von Wasser bzw. Siure mit Saure 
bzw. Wasser fiihrte nicht zu reproduzierbaren Werten, da der Wasser- 
gehalt trotz aller VorsichtsmaBnahmen so schwankte, daB Unterschiede 
der Extinktion um mehrere 100% auftraten. Nachtrigliche Titration 
und Neueinstellung des Siure-Wassergemisches verbesserten zwar die 
Ergebnisse, waren aber immer noch zu ungenau und auferdem zeit- 
raubend. 

Die Schwierigkeit konnte behoben werden: Es wurde nicht nur, 
wie tiblich, eine Kontrollbestimmung mit Substanz ohne Orcin durch- 
gefiihrt, sondern auch eine ,,Nullbestimmung“ mit Orcin allein ohne 
Substanz. Beide Werte wurden von dem Wert der Hauptbestimmung — 
mit Substanz und Orcin — abgezogen. Damit wurden gut reproduzier- 
bare Werte erhalten. 

Durch besondere Versuche wurde festgestellt, daB Gallussaure, 
Pyrogallol, Glycerin, Meso-Inosit und Mannit die Reaktion nicht stéren. 
Tannin ergibt den fiir Tannin bekannten Zuckergehalt von etwa 10,5%. 


6 W. Otting, Angew. Chem. 64, 670 [1952]. 
7M. Sérensen u. G. Haugaard, Biochem. Z. 260, 247 [1933]. 
8 F. Micheel u. F. vande Kamp, Chem. Ber. 85, 1100 [1952]. 
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Zuckergehalt von Kartoffelphosphatase-Praparaten 








Fermentpraparat “— achate- 0 ee 
Zucker pro 1000000 PE 
Zweimal alkohol- 
gefalltes Ferment 
7000 PE/mg 14,7 21 
4700 PE/mg 18,1 38,5 
3900 PE/mg 33,7 86,4 
1700 PE/mg 31,0 182 
Einmal alkohol- 
gefalltes Ferment 
1400 PE/mg 48,3 345 
550 PE/mg 43,1 783 
,, Lanninferment‘ 
233 PE/mg 15,3 657 
Ohne Verwendung 
von Tannin her- 
gestelltes Ferment® 
695 PE/mg 28,2 405 











Aus den Zahlen geht zuniichst hervor, daB in den unreineren 
Praparaten eine zuckerhaltige Beimischung (Glucoproteide, Poly- 
saccharide?) vorhanden ist, die im Lauf der Ferment-Anreicherung 
entfernt wird. Ob der Gehalt von etwa 15°, Zucker des reingsten Pri- 
parates auch noch diesen Verunreinigungen angeh6rt oder ob er Bestand- 
teil des Fermentes ist, kann noch nicht gesagt werden. 

Einige zunachst qualitative Versuche ergaben, daB es sich bei dem 
Zucker der Fermentpraparate auch, oder vorwiegend, um Pentosen 
handelt. 

Dem Wirtschaftsministerium des Landes Nordrhein-Westfalen 
(ERP-Mittel) und der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir 


entscheidende Unterstiitzung bei der Durchfiihrung dieser Arbeiten zu groBem 
Dank verpflichtet. 


® Herrn OehImann danken wir fiir Uberlassung dieses Praparates. 
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Verhalten der Haut gegen Fettsdéuren mittlerer Kettenlange 
Von 
F. Gross und F. Schaaf 


Aus den wissenschaftlichen Laboratorien der Ciba Aktiengesellschaft, Basel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Juli 1953) 


Herrn Professor K. Thomas zum 70. Geburtstag gewidmet 


Die Fette, ihre Zusammensetzung, ihr chemischer Abbau und ihr 
Verhalten im Tierk6rper sind schon seit langem Gegenstand ausgedehnter 
Forschung. Wertvolle Erkenntnisse verdanken wir dabei Thomas 
und dem friiheren Leipziger Arbeitskreis!. In neuerer Zeit fanden die 
geradlinigen Fettsiuren mit Cg, C9, C,. und C,, erhdhtes Interesse. 
Es ergab sich, daB sich solche Fettsiuren mittlerer Kettenlinge und 
daraus aufgebaute Triglyceride in verschiedener Hinsicht anders ver- 
halten als langkettige Fettsiuren, was dazu berechtigte, ihnen eine 
Sonderstellung einzuriumen. So zeigen sie unter anderem eine aus- 
gesprochene wachstumshemmende Wirkung auf pathogene Hautpilze, 
besitzen eine gewisse tuberkulostatische Wirkung und unterscheiden 
sich auch im Stoffwechsel von den sonst vorwiegend in natiirlichen 
Fetten enthaltenen Saéuren C,, und Cy, (z. B. w-Oxydation). Es sind 
diesen Fettsiuren mit Cz, C,) und C,, auch schon besondere Beziehungen 
zur Haut und bis jetzt noch unbekannte Funktionen im Hautstoff- 
wechsel zugeschrieben worden. ,,Schon jetzt fallt auf, daB die mittleren 
Fettsiuren an so verschiedenen Stellen der belebten Natur besondere 
Wirkungen entfalten; sie werden offenbar in weiten biologischen Ge- 
bieten als ein Material besonderer Eigenart behandelt. Eine Deutung 
dieser Erscheinung ist heute noch nicht méglich, da wir weder die 
spezifischen Angriffspunkte in der Zelle kennen, noch genauere Aus- 
sagen dariiber machen kénnen, welchen chemischen und physikalischen 
Eigenschaften der mittleren Ketten das besondere biologische Ver- 
halten zuzuschreiben ist‘‘ (G. Weitzel! —- dort auch weitere Literatur). 


Von ganz anderer Seite gelangten wir? * zu Ergebnissen, welche 
sich denjenigen von Weitzel zwanglos einordnen lassen. Im Zu- 
sammenhang mit der tierexperimentellen Bearbeitung des Salben- 
problems untersuchten wir, welchen EinfluB verschiedene Salben- 
grundstoffe auf die Haut ausiiben, wenn sie wiederholt eingerieben 
werden. Dabei stellte sich heraus, daB bestimmte Stoffe die Haut bei 
unseren Versuchsbedingungen ganz unbeeinfluBt lassen, andere jedoch 
eine mehr oder weniger ausgeprigte Epidermis-Verdickung auslésen 
kénnen. In diesem Fall waren entweder keine weiteren histologischen 


1G. Weitzel, Dtsch. med. Wschr. 1950, 1616. 
2 F. Schaaf u. F. Gro8B, Dermatologica [Basel] 106, 170 [1953]. 
3 F. Schaaf u. F. GroB, Dermatologica [Basel] 106, 357 | 1953}. 
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Veriinderungen feststellbar, oder es konnten daneben noch Zeichen von 
Entziindung oder Odem in wechselnder Starke auftreten. Zwischen 
der Breitenzunahme der Epidermis und dem Umfang der andersartigen 
histologischen Veranderungen besteht anscheinend kein Parallelismus. 
Die beobachtete Epidermisverbreiterung, hier als Akanthose be- 
zeichnet, diirfte mit groBer Wahrscheinlichkeit einer echten Akanthose 
gleichzusetzen sein, welche im wesentlichen durch eine Vermehrung 
der Epidermiszellen (erhéhte Mitosenbildung) gekennzeichnet ist und 
nicht einer Pseudoakanthose, bei der die Verbreiterung der Epidermis 
vorwiegend einer VolumenvergroBerung der Zellen zugeschrieben werden 
muB. Die angewandte Untersuchungsmethode gestattet, empirische 
Erfahrungen tiber das Verhalten der Haut gegen verschiedene Salben- 
grundstoffe experimentell zu erhairten. Nach unseren Resultaten ist es 
durchaus verstindlich, daB als Salbengrundstoffe Triglyceridgemische 
wie Sesamol oder Adeps suillus eine Bevorzugung genieBen, Cocosfett 
hingegen trotz den an sich relativ giinstigen allgemeinen Eigenschaften 
verpont ist. Fir die Erklarung des unterschiedlichen Verhaltens dieser 
Triglyceride war insbesondere die Untersuchung der diese Triglyceride 
vorwiegend aufbauenden Fettsiuren aufschlufbreich. 

Unsere Versuchsanordnung wurde a.a.QO. ausfiihrlich beschrieben’. Der 
zu priifende-Stoff wird mannlichen Meerschweinchen wihrend 8—10 Tagen taglich 
¥, Min. lang auf eine geschorene Stelle einer Flanke eingerieben. An Schnitten 
von Probeexcisionen, die nachher von der behandelten Hautstelle und von der 
andern, unbehandelten Seite entnommen waren, wurde die mittlere Epidermis- 
breite, d. h. der mittlere senkrechte Abstand vom FufSpunkt der Basalschicht bis 
zur untern Grenze des Stratum lucidum bestimmt. Die Breite der Epidermis 
auf der behandelten Seite geben wir als Verhaltniszah] an (Breite der unbehandelten 
Epidermis der Kontrollseite = 1) und nennen sie Akanthosefaktor. Das arith- 
metische Mittel aller Akanthosefaktoren der gleichen Versuchsgruppe ergibt den 
mittleren Akanthosefaktor, welcher der weitern Bewertung der gepriiften 
Stoffe zugrundegelegt wird. Unter Beriicksichtigung der Streuung, welche bei 
einer derartigen Priifung stets zu gewartigen ist, gelten mittlere Akanthosefaktoren 
von 1—1,5 noch nicht als effektive Verbreiterung, hingegen bezeichnet ein mittlerer 
Akanthosefaktor von 1,6—1,9 eine deutliche, wenn auch noch maBige, ein solcher 
von 2—4 eine starke und ein mittlerer Akanthosefaktor von iiber 4 eine sehr starke 
Akanthose. Die in einzelnen Gruppen auSerdem noch feststellbaren andersartigen 
histologischen Veranderungen zeigten verschiedenes AusmaB. Letzteres wird in 
Tab. 1 durch verschiedene Symbole dargestellt. 

In dieser Weise wurden in unverdiinnter Form oder mit einem 
vollig indifferenten Mittel in geeigneter Weise verdiinnt, folgende Fett- 
siuren und Triglyceride und andere Fettsiureester untersucht: 





Abb. 1. Meerschweinchenhaut nach Einreiben von 50°/% Undecansaure. 

Abb. 2. Unbehandelte Meerschweinchenhaut (Kontrolle zu- Abb. 1). 

Abb. 3. Meerschweinchenhaut nach Einreiben von 50°% Laurinsiure. 

Abb. 4. Unbehandelte Meerschweinchenhaut (Kontrolle zu Abb. 3, 5, 6, 19). 
Abb. 5. Meerschweinchenhaut nach Einreiben von 50°/ Stearinsaure. 

Abb. 6. Meerschweinchenhaut nach Einreiben von 5°% Undecylensiure. 

Abb. 7. Meerschweinchenhaut nach Einreiben von 50°/, Olsiure. 

Abb. 8. Unbehandelte Meerschweinchenhaut (Kontrolle zu Abb. 7, 9, 10). 
Abb. 9. Meerschweinchenhaut nach Einreiben von Cocosfett unverdiinnt. 
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Gesaéttigte Fettsiuren: Capronsiyre, Caprinsiure, Undecansiure, 
Laurinséure, Myristinsaéure, Stearinsiure. 

Ungesattigte Fettsauren: Undecylensaure, Olsiure, Ricinolsdure 
(Ricinusdélfettsiuren), Brassidinsiure, Behenolsiure, Mischung von 
Linol- und Linolensiure (sog. ,,Vitamin F“‘). 

Triglyceridgemische: Sesamdl, Olivenél, Mandelél, Mohn6l, Ricinus- 
él, hydriertes Arachidél (Astrafett, hart), Adeps suillus, Kakao- 
butter, Cocosfett. 

Fettsiureester und Monoglyceride: Cetiol (vorwiegend Oleyloleat), 
Walrat (hauptsiachlich Cetylpalmitat), Glycerin-monolaurat, Gly- 
cerin-monostearat (Tab. 1 und Abb. 1—19). 


Die gesattigten Fettsiuren mit C,—C,, zeigten nun bei dieser 
Untersuchung in bezug auf die Auslésung einer Epidermisverbreiterung 
und zusatzlicher anderer histologischer Verdnderungen kein gleich- 
artiges Verhalten. Eine starke bis sehr starke Akanthose, zusammen 
mit relativ starken Reizeffekten der Haut, trat nach wiederholtem 
Einreiben von 50-proz. Capron-, 50-proz. Caprin-, 50-proz. Undecan- 
(Abb. 1) und 50-proz. Laurinsaéure (Abb. 3), also mit den geradlinigen, 
gesittigten Fettsiuren C,, C19, C,, und C,, auf. Ebenfalls noch sehr 
stark akanthogen war 50-proz. Myristinsaiure (C,,), doch fiihrte 
diese auffalligerweise nur noch vereinzelt zu minimalen, und praktisch 
unbedeutenden anderen Hautveranderungen. 50-proz. Stearinsaure 
(C,,) hingegen (Abb. 5) ergab weder eine Epidermisverbreiterung noch 
andere histologische Veranderungen. 

Daraus ist die interessante Tatsache abzuleiten, daB sich die gerad- 
linigen gesaittigten Fettsiuren mit mittlerer Kettenlinge, welche sich 
schon in ganz anderen Versuchsanordnungen durch eine Sonderstellung 
auszeichneten, auch bei direktem Hautkontakt durch die Auslésung 
einer starken Akanthose und entziindlicher Verainderungen von den 
Fettsiuren hoherer Kohlenstoffzahl (C,,) abgrenzen. Die Myristinsdiure 
mit C,, nimmt dabei eine Mittelstellung ein, sie entspricht hinsichtlich 
Akanthoseeffekt noch den Sdéuren C,—C,, in bezug auf Hautindifferenz 
jedoch der Stearinsiure (C,,). Ein gleichartiges Ergebnis wurde tibrigens 
auch mit den nach gleicher Methodik gepriiften gesattigten Alkoholen 
(n-Heptyl-, n-Decyl- und Cetylalkohol C,—C,,—C,,) erhalten?. 





Abb. 10. Meerschweinchenhaut nach Einreiben von Ricinolséure unverdiinnt. 
Abb. 11. Meerschweinchenhaut nach Einreiben von Sesamél unverdiinnt. 
Abb. 12. Unbehandelte Meerschweinchenhaut (Kontrolle zu Abb. 11). 
Abb. 18. Meerschweinchenhaut nach Einreiben von Mandelél unverdiinnt. 
Abb. 14. Unbehandelte Meerschweinchenhaut (Kontrolle zu Abb. 13). 
Abb. 15. Meerschweinchenhaut nach Einreiben von Mohnél unverdiinnt. 
Abb. 16. Unbehandelte Meerschweinchenhaut (Kontrolle zu Abb. 15). 
Abb. 17. Meerschweinchenhaut nach Einreiben von 90°{ Kakaobutter. 
Abb. 18. Unbehandelte Meerschweinchenhaut (Kontrolle zu Abb. 17). 
Abb. 19. Meerschweinchenhaut nach Einreiben von Adeps suillus unverdiinnt. 
(VergréBerung 300-fach.) 
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Tab. 1. Ubersicht iiber die Versuchsergebnisse. 














Ld 
= Andere 
Verdiin- | 3 S| histolog. 
Gepriift nungs- = Ver- 
mittel Ae| ande- 
S| rung 
< 
Gesittigte Fett- 
saéuren 
50-proz.Capronsiure | C,;H,,-COOH Alkohol 
50-proz. Caprinsiure | C,H,.»>COOH Alkohol 
50-proz. Undecan- 
siure (Abb. 1) C,,H.2,;;>COOH Alkohol 
50-proz. Laurirsiure 
(Abb 3) U,,H.,-COOH Alkohol | 2.6 | ---++ 
50-proz. Myristin- 
séure C,,;H2;;COOH Silieoneoil | 4,6 = 


50-proz. Steurinsiure 
(Abb 5) 


Ungesattigte 
Fettsdiuren 

5 proz. Undecylen- 
siure (Abb. 6) 

50-proz. Olsiure 
(Abb. 7) 

Ricinolsiure (Abb.10) 

20-pruz. Brassidin- 
siure 4 


8,33-proz. Behenol- 
siiure 
2-proz.sog.VitaminF 


Triglycerid- 
gemische 

Sesam6l] (Abb. 11) 

Oliven6l 

Mandelél (Abb. 13) 

Mohnél (Abb. 15) 

Ricinus6] 

Hydriertes Arachid6l 

Adeps suillus(Abb.19) 

90-proz. Kakao- 
butter (Abb. 17) 


Cocosfett (Abb. 9) 


Fettsaéureester u. 
Monoglyceride 

20-proz. Cetiol 

50-proz. Walrat 


20-proz. Glycerin- 
monolaurat 

20-proz. Glycerin- 
monostearat 


Angewandte Ver- 
diinnungsmittel 
Alkohol 
Siliconeoil 
9996— 1000 
Grundlage A 








9996— 1000 


C,,H35: COOH Silicorecil] 1,4]  — 
9996— 1000 





CH;,-CH: CH: [CH,],-COOH Alkobol | 1,9 _ 
CH;-[CH,],-CH: CH-[CH,],-COOH Alkohol | 2,9 oe 
CH;-[CH,];-CH(OH)-CH,-CH: CH-[CH,],-COOH|unverdiinnt] 4,6 | -+-+--+ 


CH,-[CH.],-CH: CH-[CH,],,-COOH Siliconeoil | 5,6 | (+) 
9996— 1000 


CH;-[CH,],C ? C-[(CH,],;->COOH Alkohol | 1,4 — 
etwa 70% Gemisch von Linol- und Linolensiure | Siliconeoil | 2,1 
9996— 1000 


unverdiinnt] 1,2 —_ 
unverdiinnt] 2 F 
unverdiinnt] 4,5 os 
unverdiinnt]| 3,5 

unverdiinnt] 3,2 

unverdiinnt| 2,1 
unverdiinnt| 2 = 








Siliconeoil | 2,5 a 
9996— 1000 
unverdiinnt} 2,2 +- 


Alkohol | 2,8 = 











(Oleyloleat) 
(Cetylpalmitat) Siliconeoil | 1,1 — 
9996— 1000 
Alkohol 2 (¥) 
Grund- 
lage A 1 — 
q —_ 
1 o- 
1,2 = 


Neben der Verbreiterung sind keine Zeichen einer RKeizwirkung feststellbar. 
Noch nahezu oB, nur an einzelnen Tieren und nur vereinzelt schwach angedeutetes intra- 


und intercellulires Odem 


bzw. noch geringe cutane Entziindung (50% Myristinsdéure) 


oder etwas erweiterte GefaiBe im Papillarkérper. 
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(¥) Noch nahezu oB, nur an einzelnen Tieren maBige Verinderungen in Form von Vacuolen- 
bildung in der Epidermis oder geringem intra- und intercellularem Odem. 
Angedeutetes bis leichtes intra- und intercellulires Odem der Epidermis mit geringer 
Leukocyteneinwanderung und erweiterten GefiSen im Papillarkérper, evtl. noch ver- 
einzelt geringe cutane Entziindung (Olivendl). 
Nur in einem Fall Hornschicht Schuppenbildung mit Leukocyten- und Blutinfiltrat, 
Epidermis noch ohne ausgesprochenes Odem und nur spirliche Leukocyteneinwanderung. 
+ Hornschicht angedeutete Schuppenbildung mit schwachem serésem Exsudat, Epidermis 
leichtes intracellulires Odem der Stachelschicht und geringe Spongiose. Im Papillar- 
kérper ausgeprigtere Zeichen von Odem und Entziindung (prall gefiillte Gefi&e und zum 
Teil Blutinfiltrate). 
Deutliche Reizerscheinungen, Epidermis noch relativ geringes intra- und intercellulares 
Odem, Papillarkérper ziemlich starke Entziindung. 
Hornschicht starke Krustenbildung mit Leukocyten und Blutinfiltrat und Zelltriimmern 
oder gleichzeitig in Ablésung (50% Laurinsiure), Epidermis intra- und intercellulares 
Odem und Leukocyteneinwanderung und zum Teil Achromie der oberen Schichten 
(Ricinolséure), Papillarkérper stark erweiterte GeféiBe und maBige (50% Laurinsiure) 
oder starke Entziindung (Ricinolsiéure). 
+-+-+ Betriichtliche Hautreizung und schwere Schidigung. Hornschicht Krustenbildung mit 
Leukocyteninfiltrat, Epidermis intra- und intercellulares Odem mit reichlich pyknotischen 
Kernen oder Pustelbildung (50% Undecansiiure) bzw. Achromie der oberen Schichten 
(50% Undecansiure) oder bis in den Papillarkérper reichende Nekrose (50% Capron- 
siure). Papillarkérper starke Fntziindung und Blutungen. 


+H 


H- 





Die ungesattigten Fettsaiuren, die sich in anderer Versuchs- 
anordnung, beispielsweise wie die Undecylen- und Undecansiure hin- 
sichtlich bakteriostatischer Wirkung, ahnlich zu verhalten scheinen wie 
ihre entsprechenden gesittigten Glieder der Reihe, folgen nun aber bei 
Prifung ihrer Hautwirkung dieser Regel offenbar nicht. Wenn auch 
fiir die untersuchten Vertreter die gefundenen Akanthosefaktoren und 
das AusmaB der Reizeffekte infolge der verschieden gewahlten An- 
wendungskonzentrationen nicht direkt vergleichbar sind, ergibt sich als 
wahrscheinliche Annahme, daB auBer den ungesattigten Sauren mittlerer 
Kettenlange, auch diejenigen mit langerer C-Kette (C,,,C,,) noch 
epidermisverbreiternd und in wechselndem Ausma8 auch hautreizend 
wirken kénnen. Es bliebe noch zu untersuchen, ob bei ungesattigten 
Fettsiuren mit doppelter bzw. dreifacher Bindung, mit verschiedener 
Lage oder héherer Zahl der Doppelbindungen ein besonderer EinfluB 
auf den Reaktionsausfall nachweisbar ist. Auf jeden Fall ergeben sich 
fir die gepriiften ungesittigten Fettsiuren folgende Verhaltnisse: 
Schon 5-proz. Undecylensaure (C,,) zeigte eine mittlere Epidermis- 
verbreiterung (Abb. 6), reizte aber die Haut noch nicht. Ob diese 
Indifferenz auch noch bei héheren Anwendungskonzentrationen er- 
halten bleibt, wurde nicht untersucht. 50-proz. Olsiure (C,,) fiihrte 
zu starker Akanthose (Abb. 7) und maBigen Reizeffekten. 20-proz. 
Brassidinsaure (C,,) rief eine sehr starke Epidermisverbreiterung 
hervor, lieB die Haut im tbrigen aber praktisch unverindert. Im 
Gegensatz dazu war das ungesiattigte Oxyderivat Ricinolsaure (C,,), 
allerdings in unverdiinnter Form gepriift, sehr stark akanthogen (Abb. 10) 
und reizte sehr stark. Die sich von der Brassidinsiiure nur durch Ersatz 
der Doppelbindung durch eine dreifache Bindung unterscheidende 
Behenolsaure léste in der gewahlten Priifkonzentration von 8,33°%, 
weder eine Epidermisverbreiterung noch irgendwelche Reizerscheinungen 
aus. Sie verhielt sich in dieser Konzentration nicht anders als 50-proz. 


Stearinsaure. 
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Das oft als ,,Vitamin F“‘ bezeichnete Gemisch von Linolsaure 
(9.10, 12.13-Octadecadiensiure) und Linolensiéure (9.10, 12.13, 15.16- 
Octadecatriénsiure) erwies sich schon in 2-proz. Lésung von etwa 
mittlerer Akanthosewirkung. Die Epidermis wurde durch dieses Produkt 
auf das doppelte verbreitert, ohne dai gleichzeitig Hautschadigungen 
feststellbar waren. Solche mehrfach ungesittigte Sauren zeichnen sich 
somit durch eine deutliche akenthogene Wirkung aus. Ob sie in héherer 
Konzentration auch ihre Hautindifferenz bewahren, wurde nicht gepriift. 

Triglyceridgemische, welche die untersuchten gesiattigten und 
ungesiattigten Fettsiuren in wechselnder Art und Menge enthalten, be- 
saBen nach diesen Ergebnissen besonderes Interesse hinsichtlich ihres 
Verhaltens gegentiber der Haut. Nach unseren Versuchen kénnen 
vier sich deutlich voneinander unterscheidende Gruppen abgegrenzt 


werden: 
1. Keine Akanthose und keine Reizerscheinungen: Sesamél 
2. MaBige bis mittlere Akanthose und praktisch noch ° 
keine Reizerscheinungen: Olivenél, hydr. Arachid- 
6l, Kakaobutter, Adeps 
suillus 
3. Starke Akanthose und keine Reizerscheinungen: Mandeldl 
4. Mittlere bis starke Akanthose und starke Reizerschei- 
nungen: Mohnél, Ricinusdl, 
: Cocosfett 


Allgemein 1aBt sich feststellen, daf die Akanthosewirkung und 
das Ausma8 der Reizeffekte bei den gepriiften Triglyceridgemischen 
in der Regel etwas schwicher sind als bei den vorwiegend in ihnen ent- 
haltenen freien Fettsiuren. Es kann in diesem Zusammenhang darauf 
verwiesen werden, daB nach W eitzel auch die bakteriostatische Wirkung 
der freien Fettsiuren bei der in-vitro-Priifung gréBer ist als die ihrer 
Athylester oder Glyceride. Beim Vergleich des Verhaltens der einzelnen 
untersuchten Triglyceride mit ihrem chemischen Aufbau ergeben sich 
nun aber Hinweise auf mégliche Beziehungen zu ihren Fettsiure- 
Bausteinen. 

Das nicht akanthogene und die Haut nicht reizende Sesamé6] 
(Abb. 11) enthalt im wesentlichen neben den nicht akanthogenen ge- 
sittigten Fettsiuren C,,, Cj, und C,) (zusammen etwa 13—14%) etwa 
47% Olsiure und etwa 39% Linolsiure. In Form der Triglyceride 
wirkten diese ungesittigten Sauren in diesen Konzentrationen im 
Gegensatz zu den gepriiften entsprechenden freien Saiuren also noch 
nicht akanthogen und nicht hautreizend. Die praktische Erfahrung, 
welche Sesamél als ein gegeniiber der Haut sehr mildes Ol kennt, wird 
durch diesen Tierversuch bestitigt. 

Die anderen Triglyceridgemische, welche ebenfalls noch keine oder 
nur geringe Reizerscheinungen auslésten, aber doch schon zu einer 
maBigen bis mittleren Akanthose fiihrten, zeigen im wesentlichen die 
folgende Fettsdureverteilung : 











en 
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Oliven6l weist eine nach Art und Menge dem Sesamél ahnliche 
Verteilung der gesittigten Fettsiuren von C,,, C,, und Cy» auf (zu- 
sammen etwa 11—12%). Daneben ist aber sein Gehalt an Olsdure 
(etwa 83°) wesentlich héher, der Linolsiuregehalt (etwa 6%) aber 
gering. Fir die maBige bis mittlere Epidermisverbreiterung und die 
an sich noch geringe Reizwirkung nach Olivendlkontakt, dirfte das 
Vorherrschen der Olsiure C,, verantwortlich zu machen sein. 

Hydriertes Arachid6l (Astrafett, hart) enthailt wie Arachidél 
nur Spuren gesittigter Fettsiuren mittlerer Kettenlinge (etwa 0,5% 
©,4) und vorwiegend gesittigte Fettsiiuren C,, und C,,. Die im Arachidél 
je nach Provenienz reichlich enthaltenen ungesittigten Sauren (Ol- 
und Linolsiure) sind je nach Umfang der Hydrierung partiell um- 
gewandelt. Der verbleibende Rest der ungesittigten Saéuren im unter- 
suchten Fett (Jodzahl 67, Rhodanzahl 52) kann vielleicht als Ursache 
des an sich ma&Bigen Akanthoseeffektes betrachtet werden. 

Kakaobutter (Abb. 17) mit rund 60% gesittigten Fettsiuren 
von C,, und C,, neben etwa 41% ungesittigten Sauren (etwa 39% Ol- 
und etwa 2% Linolsiure) verhalt sich gegeniiber der Haut ahnlich 
wie das untersuchte hydrierte Arachidél. Der Gehalt an ungesittigten 
Saduren ist aber niedriger als in Sesamdl, so daB diese fiir die beobachtete 
maBige bis mittlere Akanthose nicht verantwortlich gemacht werden 
koénnen. Kakaobutter bildet somit eine Ausnahme, es miiBte noch 
durch weitere Versuche abgeklirt werden, welche anderen Faktoren 
der gepriiften Kakaobutter an der festgestellten Epidermisverbreiterung 
beteiligt sind. 

Adeps suillus (Abb. 19) enthalt reichlicher gesaittigte Fettsiuren 
mit C,, und C,, (zusammen etwa 35%) als Sesam6l und daneben etwa 
52% Olsiiure sowie etwa 12% Linolsiure. Wahrend aber in Sesamél 
keine Fettsiuren mittlerer Kettenlinge, in Olivendl nur eine gering- 
fiigige Menge (C,,) nachgewiesen ist, enthalt Adeps suillus noch etwa 
2% Myristinsiure. Bei diesem Fettsiureverhaltnis kann nach unserer 
Untersuchung der freien Fettsiuren erwartet werden, daB Adeps suillus 
nur eine maéBige Akanthosewirkung entfalte und daneben noch haut- 
indifferent sei. Das Versuchsergebnis bestitigt diese Annahme und 
damit auch die klinische Erfahrung. 

Mandelél (Abb. 13), das eine starke Akanthose, hingegen keine 
Hautreizung ausléste, enthalt neben sehr wenig (etwa 3—4,5%,) ge- 
sittigten Fettsiuren C,, und C,, und etwa 1,2% Myristinsiure (C,,) 
vorwiegend Olsaiure (etwa 77%) und etwa 17% Linolsiure. Es darf 
angenommen werden, da8 die nach Kontakt mit Mandelél ausgeléste 
starke Epidermisverbreiterung durch diesen hohen Gehalt an un- 
gesittigten Fettsiuren verursacht wurde. 

Von den Triglyceridgemischen, welche eine mittlere bis starke 
Akanthose auslésten und auBerdem zu starken Reizerscheinungen 
fiihrten, zeigt das eine (Cocosfett) charakteristische Abweichungen des 
Aufbaus gegeniiber den anderen untersuchten Fetten. 
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Mohn6l mit etwa 10% gesiattigten Fettsiuren C,, und C,, (Abb. 15) 
gleicht hinsichtlich Vorherrschens der ungesittigten Fettsiuren (28 bis 
30% Olsiure, 60—65% Linolsiure, 4,7—5°/, Linolensiure) noch bis zu 
einem gewissen Grade dem Mandeldl, doch ist in Mohndél der Gehalt an 
Linol- und Linolensiure auf Kosten der Olsiure wesentlich erhéht. 
Die starke Akanthosewirkung kann nach unseren bisherigen Beob- 
achtungen diesen reichlich vorhandenen mehrfach ungesiattigten Sauren 
zugeschrieben werden. Ob fiir das Auftreten des starken Reizeffektes 
Linolen- und Linolséure ebenfalls von besonderer Bedeutung sind, 
miuBte noch durch weitere Versuche abgeklirt werden. 


Ricinus6l enthalt neben wenig gesittigten Fettsiuren C,, (etwa 
2°) und relativ wenig Ol- und Linolsaiure (zusammen rund 12%) etwa 
86% der in unseren Versuchen als stark akanthogen und als stark haut- 
reizend erkannten Ricinolsiure. 

Cocosfett (Abb. 9) als typischer Vertreter der unter den pflanz- 
lichen Fetten und Olen relativ seltenen Gruppe mit sehr viel gesittigten 
Fettsiuren mittlerer Kettenlinge C,, C,, C9, C,.(zusammen etwa 63°), 
C,, rund 18%, wenig gesattigten Fettsiuren C,, und C,, (etwa 11%) 
neben wenig ungesattigten Fettsiuren (Ol- und Linolsiure etwa 8—9°%,) 
ruft eine mittlere Akanthose und starke Reizungen hervor. Die freien 
gesittigten Fettsiuren mittlerer Kettenlinge erwiesen sich in unserer 
Versuchsanordnung nicht nur als sehr stark akanthogen, sondern sie 
fiihrten auch in Konzentrationen von 50% schon zu sehr starken 
Schidigungen der Haut. Allein Laurinsiure (C,,) findet sich zu 47—48% 
in Cocosfett. Daneben beteiligt sich am Aufbau auch noch die ebenfalls 
stark akanthogene, wenn auch ziemlich hautindifferente Myristinsiure 
(C,,). Die festgestellte Beeinflussung der Haut nach wiederholtem 
Einreiben von Cocosfett wird bei diesem Aufbau durchaus verstiindlich. 
Die praktische Erfahrung, daB Cocosfett trotz seiner im tibrigen nicht 
ungiinstigen Eigenschaften wegen moéglichen Hautreizungen nicht als 
Salbengrundlage verwendet werden sollte, wird durch diese Versuche 
voll bestiatigt. 

Die nach Kontakt der Haut mit freien gesattigten Fettsiuren 
mittlerer sowie ungesittigten Fettsiuren mittlerer und héherer Ketten- 
linge festgestellte Hautbeeinflussung findet sich tibrigens nicht nur 
an den vorwiegend aus solchen Fettsiuren gebildeten Triglyceriden 
wieder, sondern auch an anderen entsprechenden Fettséureestern. 
Wiahrend 20-proz. Glycerin-monostearat (C,,) und 50-proz. Walrat 
(vorwiegend Cetylpalmitat — C,,) weder akanthogen noch hautreizend 
sind, ergibt die hinsichtlich Reizeffekt noch nahezu oder véllig unter- 
schwellige Konzentration von 20%, bei Glycerin-monolaurat (C9) 
und bei Oleyloleat (C,,! ) schon eine mittlere bzw. starke Epidermis- 
verbreiterung. 


Diese Untersuchungen zeigen, da die gepriiften geradlinigen 
gesittigten Fettsiuren mittlerer Kettenlange (C,—C,,) und Triglyceride, 
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welche vorwiegend solche Fettsiuren enthalten, sich auch bei wieder- 
holtem Kontakt mit der Haut durch ihr Verhalten auszeichnen. Sie 
fiihren schon nach verhaltnismaBig wenig Applikationen zu einer ziem- 
lich markanten Epidermisverbreiterung, die wahrscheinlich Folge einer 
Anregung der Zellneubildung ist. Daneben k6énnen sie, allerdings nicht 
in jedem Fall, auch noch Hautreizungen auslésen. Diese geradlinigen, 
gesittigten Fettsiuren nehmen damit gegeniiber ihren héheren Homo- 
logen, nach deren Anwendung solche Erscheinungen ausbleiben, auch 
in bezug auf ihr Verhalten gegeniiber der Haut eine Sonderstellung ein. 
Die entsprechenden ungesiattigten Fettsiuren mittlerer und héherer 
Kettenlinge scheinen sich nach den bisherigen Versuchen nicht in 
ihnlicher Weise voneinander zu unterscheiden. Eine stark akanthogene 
Wirkung ist auch noch an hoéheren einfach und mehrfach ungesittigten 
Gliedern (C,,, C,.) neben einer mehr oder weniger stark ausgepriagten 
Reizwirkung nachweisbar. Da8 sich solche ungesittigte Fettsiuren 
bei wiederholtem Hautkontakt durch eine staérkere Reizwirkung aus- 
zeichnen als die entsprechenden gesittigten Homologen, ist nach den 
Erfahrungen der Dermatologie mit ungesattigten Verbindungen zu- 
nichst nicht unerwartet. 

ZusammengefaBt bestitigen diese Versuche, wie schon Weitzel 
betonte, daB die geradlinigen, gesittigten Fettsiuren mittlerer Ketten- 
linge an verschiedenen Stellen besondere Wirkungen entfalten kénnen. 
Wo diese Fettsiuren zur Auslésung der beobachteten Epidermis- 
verbreiterung angreifen, bleibt noch weiter ungeklirt. Nach Miescher* 
laBt sich annehmen, daB dieser akanthogene Effekt der gesittigten 
Fettséuren mittlerer Kettenlinge sowie der mittleren und héheren 
ungesattigten Fettsiuren bzw. der entsprechenden Triglyceride nicht 
auf einer direkten Wirkung auf die in Teilung tretende Zelle beruht, 
sondern iiber den Weg einer cytotoxischen Schidigung auch ober- 
flichlich gelegener Zellen zustandekommt. Weitzel zieht in Erwigung, 
ob nicht besondere physikalische und chemische Eigenschaften der 
Fettsiuren mittlerer Kettenlinge fiir das besondere biologische Ver- 
halten verantwortlich sein kénnten. Wir vermuten, daB die Loéslichkeit 
dieser Stoffe, d.h. der Verteilungsquotient Lipoid/Wasser und damit 
ihr Aufnahmevermégen durch die Haut von nicht unwesentlicher 
Bedeutung ist. 

Wenn auch dieses besondere Verhalten der Fettsiuren mittlerer 
Kettenlange in seinem Wesen noch keineswegs geklirt ist, sind diese 
Ergebnisse doch von praktischer Bedeutung. Sie geben Richtlinien, 
die bei der Auswahl der Rohstoffe zur Salbenbereitung niitzlich sein 
kénnen und sie machen es wahrscheinlich, daB fiir solche Zwecke Tri- 
glyceride mit einem hohen Anteil an ungesittigten Fettsaiuren bis C,, 
oder an gesittigten Fettsiuren mit C,—C,,, hinsichtlich Hautindifferenz 
Fetten mit vorwiegend héher molekularen, gesittigten Fettsiuren 
unterlegen sein diirften. 

- # @.Miescher, Diskussionsbemerkung, Dermatologica 106, 175 [1953]. 
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Zusammenfassung 


Bei wiederholtem Einreiben von Fettsiuren, Triglyceriden oder 
anderen Fettsiureestern auf die intakte Meerschweinchenhaut zeigen 
nur die geradlinigen, gesittigten Fettsiuren mittlerer Kettenlange 
(C,—C,,) und Triglyceride, welche diese Fettsiéiuren in reichlicherer 
Menge enthalten, ein besonderes Verhalten. Die Epidermis erfahrt 
eine, wahrscheinlich auf Anregung der Zellneubildung zuriickzufiihrende, 
Verbreiterung und daneben kénnen durch bestimmte Vertreter auch 
relativ starke Hautschidigungen ausgelést werden. Bei den unge- 
sittigten Fettsiuren niederer und héherer Kettenlinge beschrinkte 
sich diese Beeinflussung der Haut nach den bisherigen Versuchen nicht 
auf die mittleren Glieder. Auf die praktische Bedeutung dieses Ver- 
haltens bestimmter Fettsiuren wird hingewiesen. 


Uber die Kupfersalze der Dipeptide 
; Von 
“ Masaji Tomita, Norikatsu Hamamura, Hisaaki Tamiya, 
7 Manabu Takehara und Ken-ichi Tomita 


Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitit zu Kobe und dem physikalischen Institut 
der Universitét zu Hiroshima 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Juli 1953) 


K. Thomas zum 70. Geburtstage gewidmet 


Ahnlich wie bei den einfachen Aminosiuren nehmen die meisten 
Dipeptide in wasseriger, kochender Lésung reichliche Mengen Kupfer- 
oxyd auf. Dabei scheint das Kupfer von ihnen etwas anders als bei 
den Aminosiuren gebunden zu werden. So haben E. Fischer und r 
Mitarbeiter! die Kupfersalze des Leucyl-glycins und des N-Dimethyl- 9 
leucyl-glycins erhalten, deren Analysenzahlen zu den einfachen Formeln 
C,H,,0;N, + CuO und C,H,,0;N,(CH;), + CuO passen. Spiter hat 
der eine von uns (M. Tomita) ein ahnliches Verhalten beim Carnosin 
(= f-Alanyl-histidin) gefunden und in Erginzung zu diesem Befunde 
hat Kendo? unter seiner Leitung das Kupfersalz des Ophidins (= [- 
Alanyl-2-methyl-histidin) dargestellt, das aus den Komponenten im 
molaren Verhaltnis 1:1 gebildet wird. 

Um ein Urteil dariiber zu gewinnen, ob Dipeptide allgemein mit 
Kupferoxyd im Verhiltnis 1 : 1 reagieren, haben wir auch unsere eigenen 
Erfahrungen zum Vergleich herangezogen, die sich auf Glycyl-glycin, 
Leucyl-glycin und Anserin beziehen. In allen Fallen wurden die ent- 


1 E. Fischer, Liebigs Ann. Chem. 840, 123 [1905]; E. Fischer u. W. Glund, 
Liebigs Ann. Chem. 869, 247 [1909]. 
* K. Kendo, J. Biochemistry [Tokyo] 36, 265 [1944]. 
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(a) 


(b) 





Abb. 1. Debye-Ring des Leucyl-glycins (Target Cu; Ni-Filter; Camera const. 
2,9 cm). a) Synthetisch dargestelltes Leucyl-glycin, b) aus Cu-Salz regeneriertes 
Leucyl-glycin. 


© ; 


(b) 





Abb. 2. Debye-Ring des Glycyl-glycins (Target Cu; Ni-Filter; Camera const. 
2,9cm). a) Synthetisch dargestelltes Glycyl-glycin, b) aus Cu-Salz regeneriertes 
Glycyl-glycin. 


(a) 


(b) 





Abb. 3. Debye-Ring des Anserins (Target Cu; Ni-Filter; Camera const. 2,9 cm). 
a) Aus Monopikrolonat erhaltenes Anserin, b) aus Dipikrolonat regenerierte Substanz. 
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sprechenden Kupferoxyd-Verbindungen in guter Ausbeute kristallinisch 
erhalten. 

Es scheint uns zunichst wahrscheinlich, daB sich das Kupferatom 
einerseits mit der Carboxylgruppe der einen Aminosiure-Komponente 
und andererseits durch Vermittlung des Sauerstoffatoms mit dem 
Carbonyl-Kohlenstoff der anderen Aminosiure-Komponente verbindet, 
so daB das Kupfersalz unter Vereinigung des Dipeptides mit Kupferoxyd 
in einem monomolekularen Verhiltnis gebildet wird. 

Man kann erwarten, daB die Umsetzung mit H,S als Endprodukte 
die urspringlichen kettenformigen Dipeptide (II) oder die entsprechenden 
ringférmigen (IV) liefern werde. 

Die Reaktionen seien folgendermaBen formuliert: 


OHR’ OH R’ 
in | | 
R-C-N-C-CO ———-+ / OO 
| | | | 
H OH H OH 
(I) (II) 
t t 
| +H,S -+- CuO 
OHH R’ OHHR’ 
er Pad 
R-C-N-C-CO ee... ae R-C-N-C-CO 
H| — | og 
Lo 060-0 
(IV) (III) 
CHa, 
8= Pou CH CH i, eee ey ore Leucyl-glycin 
CH; NH, 
R= _ OP Os ktcnscwcecd Glycyl-glycin 
NH, CH; 
R = CH,-CH,— R’ = HC_N. 
| peu. .. Anserin 
C—N 


Mit Hilfe der réntgenographischen Methode wurde festgestellt, 
daB das Leucyl-glycin dabei ein urspriingliches kettenformiges Dipeptid 
geliefert hat, wihrend bei Glycyl-glycin ein ringformiges Endprodukt 
entstanden ist. 

Beschreibung der Versuche 
1. Leucyl-glycin 

a) Leucyl-glycin-kupfer. Wird eine sehr verdiinnte wasserige Losung 
von synthetisch dargestelltem Leucyl-glycin (Schmp. 233—234°) mit itiber- 
schiissigem, gereinigtem Kupfercarbonat erhitzt und filtriert, so entsteht eine 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiolog. Chemie. 295. 9 
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dunkelblaue Lésung, die schon in ziemlicher Verdiinnung tiefblaue Kristalle ab- 
scheidet. Das aus heiSem Wasser umkristallisierte Salz schmilzt bei 223—229°, 
Zur Analyse diente die lufttrockne Substanz. 

C,H,,03N.°CuO (Mol.-Gew. 267,5). Ber. Cu 23,74. Gef. Cu 23,75. 

b) Umsetzung mit H,S. Eine waBrige Loésung des Kupfersalzes des 
Leucyl-glycins wird mit H,S zersetzt, das schwer filtrierbare Kupfersulfid wieder- 
holt mit Hilfe von Kieselgur abfiltriert. Beim Einengen des Filtrates unter 
vermindertem Druck scheidet sich die regenerierte Substanz als dicker Brei von 
feinen Kristallchen aus, welche bei 233—234° unter Gelbfarbung schmelzen. 

Erhitzt man eine waiBrige Lésung dieser Substanz mit Kupfercarbonat, so 
wird das Leucyl-glycin-kupfer (Schmp. 223—229°) erhalten. 

Wie man aus Abb. 1 ersieht, sind die Réntgen-Diagramme der aus Leucy]- 
glycin-kupfer regenerierten Verbindung und dem urspriinglichen Leucyl-glycin 
identisch. 

2. Glycyl-glycin 

a) Glycyl-glycin-kupfer. Eine etwa 2-proz. waBrige Lésung von Glycyl- 
glycin (Schmp. 215—220°) wird mit iiberschiissigem Kupfercarbonat im Wasser- 
bad 2 Stdn. erwirmt. Beim Einengen des tiefblauen, Filtrates scheidet sich das 
Kupfersalz als tiefblaue, aus kleinen Nadeln oder Prismen bestehende Kristall- 
masse ab, welches bei 208—210° (unkorr.) unter Aufschiumen und Gelbfairbung 
schmilzt. Das Salz enthalt 2 Mol. Kristallwasser, das bei 100° entweicht. 

C,H,0,N.‘Cu0+2H,0 (Mol.-Gew. 247,6). Ber. H,O 14,55, Cu 25,64. 

Gef. H,O 14,21, Cu 25,32. 
. H,0 14,71, Cu 25,49. 

b) Zerlegung mit H,S. Glycyl-glycin-kupfer wird in Wasser gelést, mit 
H,S zerlegt und das schwer filtrierbare Kupfersulfid mit Hilfe von Kieselgur 
wiederholt abfiltriert. Das klare Filtrat wird unter vermindertem Druck ein- 
geengt und im Eisschrank stehen gelassen. Daraus scheiden sich hexagonale 
Blattchen aus, die bei 218—223” schmelzen (IV). Die Analysendaten dieser Ver- 
bindung stimmen mit denen des Glycyl-glycins gut tiberein. Ihr Réntgenbild 
weicht aber etwas von dem des Glycyl-glycins ab (Abb. 2). 

Wenn man die wasserige Lésung des aus Kupfersalz regenerierten Dipeptides 
mit CuCO, erhitzt, so wird die Kupferoxydverbindung dargestellt, die mit dem 
urspriinglichen Kupfersalz identisch ist. 


3. Anserin 

a) Darstellung des Anserins. Bekannt ist die Entdeckung des Anserins 
aus Gainsemuskeln durch Ackermann*®. Der Wasserextrakt von 8,8 kg Hiihner- 
fleisch wird zunachst durch Hitzekoagulation und dann mit Tannin-Blei ent- 
eiweiBt. Das Filtrat wird nach Beseitigung des Bleis mit verd. Schwefelsiure 
eingeengt und in schwefelsaurer Lésung mit Phosphorwolframsaure gefallt. Der 
Niederschlag wird mit Baryt zerlegt, mit Kohlensiure behandelt, die regenerierte 
Lésung eingeengt und mit Quecksilbersulfat gefallt. Niederschlag und Filtrat 
werden nach Beseitigung des Quecksilbers und der Schwefelsiure in eine Lésung 
der freien Basen iibergefiihrt und dann mit Pikrolonsdiurelésung gefallt. Durch 
wiederholte fraktionierte Kristallisation gelingt es, ein Monopikrolonat vom 
Schmp. 251° und ein Dipikrolonat vom Schmp. 231° zu isolieren. 

Lést man das Monopikrolonat (Schmp. 251°) in siedendem Wasser, versetzt 
mit Schwefelséure im Uberschu8 und kiihlt ab, so scheidet sich sofort die Pikrolon- 
siure aus. Das gelbe Filtrat wird durch Atherextraktion von Pikrolonsaure befreit 
und aus der farblosen, schwefelsauren Lésung mit Barytwasser die Schwefelsiure 
quantitativ entfernt. Darauf scheidet sich aus dem eingeengten Filtrat die freie 
Substanz ab, welche bei 239° schmilzt. Durch Erhitzen ihrer wasserigen Lésung 


3D. Ackermann u.a., diese Z. 188, 1 [1929]. 
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mit Kupferoxyd wird ein tiefblaues Kupfersalz erhalten, welches beim Trocknen 


im Exsiccator sofort violettrot wird. 

Nach diesen Ergebnissen unterliegt es keinem Zweifel, daB die erhaltene 
Substanz mit dem Anserin Ackermanns identisch ist. 

Zur Bestimmung der Pikrolonsiure des Dipikrolonats (Schmp. 231°) und 
um zugleich einen AufschluB iiber seine Konstitution zu erhalten, wurde das 
gewogene Pikrolonat mit Schwefelsiure gespalten und mit Ather extrahiert. Der 
Atherextrakt wurde abgedampft und gewogen. 

Cy9H1g03N4°(CypHgO;N,)2. Ber. Pikrolonsiure 68,75, gef. 68,20. 

Die wisserige Lésung wurde mit frisch gefalltem Kupferoxyd lange Zeit 
erhitzt. Sie nimmt aber nur geringe Mengen des Metalls auf. Daher nehmen 
wir an, daB es sich wahrscheinlich um ein ringf6rmiges Anserin handelt. 

Abb. 3 zeigt die Diagramme der Réntgenographie dieser Substanz und des 


Anserins. 
b) Anserin-Kupfer. Die wasserige Lésung des aus Monopikrolonat dar- 


gestellten freien Anserins wird mit frisch gefalltem Kupferoxyd erhitzt. Das 
erhaltene Kupfersalz liefert folgende Analysenzahlen: 

Cy9H,,0,;N,°CuO + 2H,0. Ber. Cu 22,38, gef. 23,31. 

Das kristallwasserhaltige Kupfersalz ist tiefblau. Beim Trocknen im Exsiccator 
verfarbt es sich sofort nach violettrot. 

c) Umsetzung mit H,S. Eine wisserige Lésung des Anserinkupfers wird 
mit H,S zersetzt, das schwer filtrierbare CuS mit Hilfe von Kieselgur abfiltriert 
und das klare Filtrat unter vermindertem Druck stark eingeengt. Beim Stehen- 
lassen im Exsiccator scheidet sich ein dicker Brei von feinen Kristallchen aus. 


Schmp. 239°. 
Diese Arbeit wurde mit Mitteln des Kultusministeriums zur Férderung 
der Wissenschaften ausgefiihrt, wofiir wir diesem zu aufrichtigem Danke 


verpflichtet sind. 
Fir wertvolle Anregungen bei den réntgenographischen Untersuchungen 


sprechen wir auch Herrn Prof. Takeo Fujiwara, dem Vorstand des physikalischen 
Instituts der Universitit zu Hiroshima, unsern ergebensten Dank aus. 


Zusammenfassung 


1. Glycyl-glycin, Leucyl-glycin und Anserin bilden ebenso wie 
Carnosin und Ophidin unter Vereinigung mit Kupferoxyd die ent- 
sprechenden Kupfersalze. Wahrscheinlich verbindet sich das Kupfer- 
atom einerseits mit der Carbonylgruppe der einen Aminosiure-Kom- 
ponente und anderseits durch Vermittlung des Sauerstoffatoms mit 
dem Carbonyl-Kohlenstoff der anderen Aminosiure-Komponente, so 
daB die Kupfersalze unter Vereinigung des Dipeptides mit Kupfer- 
oxyd im Verhiltnis 1:1 entstehen. 

2. Beim Zersetzen des Kupfersalzes von Glycyl-glycin mit H,S 
wurde das urspriingliche kettenférmige Dipeptid nicht erhalten. Man 
bekommt dabei wahrscheinlich ein ringformiges Isomeres. 

3. Bei der Darstellung des Anserins aus Hiihnerfleisch konnte ein 
Dipikrolonat dargestellt werden. Aus den Analysenzahlen und der 
Tatsache, daB diese Verbindung keine freie Carboxylgruppe hat, 
schlieBen wir, daB es sich um ein ringformiges Anserin handelt. 
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Die Reaktionsbedingungen der mercurimetrischen Chloridtitration 
in biologischen Fliissigkeiten 


Von 


K. H. Kimbel 
Aus der Medizinischen Universitaéts-Poliklinik Wirzburg (Direktor: Prof. Dr. N. Henning) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juli 1953) 
Herrn Professor Dr. K. Thomas zum 70. Geburtstag gewidmet 


Die Klinik verlangt zur Erkennung lebensbedrohlicher hypochloramischer 
Zustande und zur Uberwachung des diitetischen Kochsalzentzugs einen einfachen 
und zuverlassigen Chloridnachweis. Er mu8 schnell und auch von weniger geiibten 
Laboratoriumskraften auszufiihren sein. Die bislang getibte Volhard-Mohr- 
Sendroysche Methode der Silberchloridfallung mit anschlieBender Riicktitration 
des Silbernitratiiberschusses gentigt diesen Forderungen nicht. Zur schwierigen 
Endpunktserkennung kommt die Berechnung der Differenz der titrierten und 
vorgelegten Menge Silbernitrat, die der zu erwartenden Chloridmenge angepaBt 
sein muB. Die Titration mit Silbernitrat und Adsorptionsindikatoren, wie Saure- 
violett BL versagt in eiweiBhaltigem Material. Die von Lang} fiir klinische 
Zwecke angegebene mercurimetrische Chloridbestimmung schien den Anforderungen 
zu geniigen. Die mercurimetrische Chloridanalyse ist schon lange bekannt; sie 
wurde aber erst durch die Einfiihrung des Diphenylcarbazons als Indikator durch 
Dubsky und Trtilek? zu einer brauchbaren Routinemethode. Urspriinglich 
fiir die Anwendung in Serumfiltraten gedacht, wurde sie von Schales? ¢.s. auch im 
nicht enteiweiBten Serum angewandt und von Kuschinsky und Langecker* 
zur Chloridbestimmung im Harn modifiziert. Doch zeigte sich in der Praxis, daB 
die direkte Titration im Serum, zuweilen auch die Bestimmung im enteiweiBten 
Filtrat nicht immer zuverlissige Werte ergab. Manchmal war eine Titration iiber- 
haupt unméglich, weil der Indikator schon zu Beginn umschlug. Der Umschlag 
war bei der urspriinglich zu niedrigen Indikatorkonzentration oft unscharf, was 
aber in neueren Vorschriften> durchweg beriicksichtigt wird. So schien es inter- 
essant, die Bedingungen der Reaktion naher zu priifen, um dieses einfache Ver- 
fahren auch fiir klinische Zwecke uneingeschrankt verwendbar zu machen. 


Die Bestimmung verwendet die Reaktion des Chlorid-Ions mit 
QuecksilberII-nitrat zu praktisch undissoziiertem QuecksilberII- 
chlorid. Sind alle nachzuweisenden Cl-Ionen verbraucht, der Reaktions- 
endpunkt also erreicht, wird weiter zugegebenes Hg(NO;), durch den 
Umschlag der Diphenylcarbazonlésung erkannt, die sich dann tief- 
violett fiarbt. 


Wir priften zunichst die Reproduzierbarkeit und Fehlerbreite 
der Ergebnisse an ungepufferten Chloridlésungen, z. B. 0,l-m. NaCl 
mit der im Versuchsteil niher beschriebenen Methodik und fanden bei 
100 Titrationen ein und derselben Konzentration durch eine ungelernte 
Hilfskraft nur Abweichungen innerhalb + 3%. Auch die Analyse 


1K. Lang, Biochem. Z. 290, 289 [1937]. 

2 J.V.Dubsky u. J. Trtilek, Mikrochemie 12, 315 [1933]. 

3 0. Schales u. 8. B. Schales, J. biol. Chemistry 140, 879 [1941]. 

4 G.Kuschinsky u. H. Langecker, Biochem. Z. 318, 164 [1948]. 

5 K.Hinsberg u. R.Merten, Chemische Bestimmungsmethoden im 
klinischen Laboratorium, Miinchen u. Berlin 1952. 
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linear ansteigender Konzentrationen verlief in dem von uns gepriiften 
Bereich von 0,01—1-m. NaCl streng proportional der vorgelegten Menge. 

Dann untersuchten wir den Reaktionsablauf bei verschiedenen 
Wasserstoffionenkonzentrationen. Hierbei war zu bedenken, daB die 
zur Titration verwendete Quecksilbernitratlésung schwach salpeter- 
sauer sein muB, da Hg(NO,), in neutraler, waBriger Lésung nicht 
bestaindig ist. Es wird also mit fortschreitender Titration auch die 
Wasserstoffionenkonzentration im Reaktionsgemisch zunehmen. Dies 
ist zur Priifung der pg-Abhingigkeit nicht erwiinscht, kann aber auf 
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Abb. 1. Abhangigkeit des Titra- 
tionsendpunktes von der H-Ionen- 
konzentration. 
Ordinate: verbrauchte ml. 0,1-m. 
NaCl zur Bildung von HgCl, aus 
1,46 ml 0,0282-m. Hg(NO;), (1 ml 
0,1-m NaCl war bereits vorgelegt 
und hatte mit 3,54 ml 0,0282-m. o- 

Hg(NO,), reagiert). 3 
Abszisse: H’-Ionenkonzentration. 
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zwei Wegen verhindert werden: 1. durch Pufferung des Reaktions- 
gemisches, was den Zusatz gréBerer Mengen reaktionstremder Substanz 
bedingt; und 2. durch Einstellen eines Volums Quecksilbernitratlésung 
auf das gewiinschte pg und Titration mit einer Chloridlésung bekannten 
Gehaltes. Der Indikator schligt dann von violett nach farblos und 
etwas langsamer um, was eine sorgfiltige Titration erfordert. 

Mit der ersten Methode fanden wir, daB die Titration erst unter 
Py 4,5 méglich ist. Uber py 4,5 lést bereits der erste Tropfen Hg(NO3), 
den Farbumschlag.aus. Bei zunehmender Wasserstoffionenkonzen- 
tration (pg < 4,5) wird das zur Titration einer bestimmten Menge 
Chlorid notwendige Volum Quecksilbernitrat immer gréBer, bis es bei 
py 2,4 und weiter bis py 0,3 konstant bleibt. 

Priift man das Verhalten nach der zweiten Methode, so findet man, 
daB aber py 4,5 hinaus trotz Zugabe groBer Chloridmengen keine Ent- 
firbung des Indikators zu erreichen ist. 

Wie Abb. 1 zeigt, wird mit steigender Wasserstoffionenkonzen- 
tration die zum Reaktionsabschlu8B notwendige Chloridmenge all- 
mihlich geringer und erreicht bei py 2,4 den theoretischen Wert. 
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Erhéht man die Saurekonzentration iiber l-n. hinaus, so nimmt 
die verbrauchte Menge Chlorid weiter zu, bis bei etwa 5-n. HNO, durch 
zunehmende Unscharfe des Umschlags keine weitere Titration mehr 
moglich ist. 

Diese Abhangigkeit von der H’-Konzentration war bei der Verwendung in 
ungepuffertem Material unbekannt geblieben. Erst Roberts® verlangte die 
genaue Kinstellung auf ein pq von 1,5—2,0. Kuschinsky und Langecker* 
stieBen bei der Adaptation der Methode zur Urinanalyse auf Schwierigkeiten 


durch puffernde Bestandteile des Harns. Sie entfernen diese durch Zinkhydroxyd- 
fallung, was sich aber bei einer Aciditat der Titrationslésung von mindestens 0,1-n. 
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| Abb. 2. Farbintensitaét des 
ms Diphenylearbazon-Komplexes 
60 - | mit HgCl, (A) undHg(NQ,), (B). 
| 0,25- bzw. 0,3-proz. Lésung. 
50- | Ordinate: Absorption in % in 
4o- einer zylindrischen Kiivette 
14mm %. 
30- Abszisse: H-Ionenkonzentra- 
a | tion. 
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eriibrigt. Clarke’, der kiirzlich die Methode zur Speisewasserpriifung empfahl, 
fand den Aquivalenzbereich zwischen py 3,1 und 3,4. Er titriert mit HgNOs, 
wobei sich die Komplexbildung zwischen HgCl und Diphenylearbazon offenbar 
anders verhalt als die des Hg(Cl,. 

Die Einschrankung der Verwendbarkeit der mercurimetrischen 
Chloridanalyse auf einen engen p,-Bereich konnte verschiedene Ur- 
sachen haben. Die bisher iibliche Erklirung des Reaktionsablaufes, 
nach der der gefairbte Diphenylcarbazon-Hg-Komplex nur von Hg(NQ3),. 
gebildet werde, legte nahe anzunehmen, daf Cl” bei schwach saurer 
bis neutraler Reaktion nicht mit Hg(NO,), reagiere, der blaue Farb- 
komplex also von zugegebenem Hg(NO,), stamme. Da dies nicht 
zutrifft, war zu priifen, ob nicht auch HgCl, unter bestimmten Be- 
dingungen Farbkomplex bilden kann. Ein Versuch mit gepufferten 
HgCl,-Lésungen zeigte nun, daB von px3 bis pg 10 zunehmend Farb- 
komplex gebildet wird. Hg(NO,), bildet dagegen tiber den genannten 
Bereich den Komplex in nahezu gleicher Farbintensitat. 


®° J. Roberts, Ind. Engng. Chem., Anal. Ed. 8, 265 [1936], zit. nach 7. 
? F. E. Clarke, Analytic Chem. 22, 553, 1458 [1980]. 
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Ein EinfluB des Anions auf die Komplexbildung war ausgeschlossen, 
das verschiedene Verhalten der beiden Hg-Verbindungen schien durch 
eine Anderung des physikalischen Zustandes des Elements verursacht 
zu sein. Da der Komplex nur mit Hg” gebildet werden konnte, dachten 
wir an eine Anderung des Dissoziationsgrades. Tatsichlich war die 
Leitfahigkeit einer 0,25-proz. HgCl,-Lésung zwischen py 1 und 4 niedrig 
und stieg dariiber steil an. Die Unterschiede der Salzkonzentration der 
verschiedenen Puffersubstanzen versuchten wir durch eine Differential- 
anordnung der Leitfihigkeitszellen auszugleichen. 


Die gefundene Einschrinkung der Brauchbarkeit der mercuri- 
metrischen Chloridtitration ist also einfach damit zu erkliren, daB das 
Reaktionsprodukt HgCl, im schwach sauren bis neutralen Bereich 
mehr oder minder dissoziiert vorliegt. HgCl, bildet dann ebenfalls den 
Diphenylcarbazon-Komplex, wodurch der Endpunkt nicht mehr fest- 
gelegt werden kann. Im Grenzbereich (pg 2,4—4,0) werden zu niedrige 
Analysenwerte vorgetiuscht. 

Es wird damit verstiandlich, daB die Saurekonzentration der 
Titrationslésung fiir das Ergebnis nicht gleichgiiltig ist. 

Dennoch finden wir in den einzelnen Arbeitsvorschriften keine iiberein- 
stimmenden Angaben iiber die Aciditét der verwendeten Quecksilbernitratlésung. 
So empfiehlt Lang? die erforderliche Menge Quecksilberoxyd zur Herstellung 
der Quecksilbernitratlésung in méglichst wenig konzentrierter Salpetersiure 
aufzulésen. Schales c. s.° schreiben eine 0,1-n. Salpetersiure vor und losen darin 
das Hg(NO;), nach der Einwaage auf, die bei der hygroskopischen Substanz 
schwerlich genau durchzufiihren ist. Kuschinsky und Langecker* setzen 
das QuecksilberII-oxyd in der aquivalenten Menge Salpetersiure an. Die ent- 
stehende Lésung ist dann neutral und das Quecksilbernitrat verwandelt sich in 
kurzer Zeit in die Ausgangssubstanz zuriick. 

Aus Abb. 1 ersieht man, daB die Siurekonzentration so gewahlt 
werden soll, daB sie innerhalb des waagrechten Kurvenverlaufes bleibt. 
Sie ist weiter von der Pufferkonzentration des Untersuchungsmaterials 
abhingig, die am Endpunkt der Titration bis pg 2 erschépft sein soll. 

Betrachten wir die Pufferkapazitét verschiedener Korperflissig- 
keiten, so zeigt uns Abb. 3 mit der Titrationskurve eines Normal- 
serums, daB 1 ml etwa 2,5 ml 0,l-n. HNO, verbraucht, bis ein py 
von 2,0 erreicht ist. 

Beim Harn ist die Kapazitit entsprechend geringer, beim Liquor 
kann sie vernachlassigt werden, wenn man beide als nahezu eiweiffrei 
voraussetzt. 

Erfreulicherweise bieten sich uns im Reaktionsverlauf mehrere 
Anhaltspunkte fiir die erreichte H'’-Konzentration. Titrieren wir 
nimlich direkt im unverdiinnten Serum, so fallt uns auf, daB die zu- 
gesetzte Diphenylcarbazonlésung eine erhebliche Farbvertiefung er- 
fihrt. Dies wurde schon von Kuschinsky und Langecker* als 
py-bedingt erkannt und kann einfach dazu benutzt werden, das pg 
der Untersuchungsfliissigkeit abzuschitzen. Man kann sich die Farb- 
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skala durch eine Pufferreihe mit Diphenylcarbazonzusatz veranschau- 
lichen. 

Im Gegensatz zur Titration in ungepufferten Flissigkeiten schligt 
der Indikator im Serum beim ersten Tropfen Quecksilbernitrat nach 
violett um, entfarbt sich dann allmahlich und wird am Endpunkt 
wieder tiefviolett. Diesen unerwarteten Farbumschlag zu Beginn der 
Titration, den schon Schales* beschrieb, kénnen wir nun damit 
erkliren, daB bis zu einem py von 4,5 auch das Reaktionsendprodukt 
HgCl, den gefairbten Diphenylcarbazonkomplex bildet. Die Entfairbung 
des Indikators erfolgt erst, wenn wir diesen Wert unterschritten haben. 
Da die Pufferkapazitét im Serum fast ausschlieBlich von der EiweiB- 
































1 2 3 
ese ml Q1-n ° HNO; 


Abb. 3. Titrationskurve eines Normalserums mit 0,l-m. HNO. Ordinate: Wasser- 
stoffionenkonzentration. Abszisse: verbrauchte ml 0,1-n. HNOQs. 


konzentration abhangt, kann diese aus der verbrauchten Menge Salpeter- 
siure berechnet werden, wie wir in orientierenden Versuchen zeigen 
konnten. 

Legen wir eine mittlere Pufferkapazitaét von 2,5 ml 0,l-n. HNO, 
fiir 1 ml Serum normalen EiweiSgehaltes zugrunde, so kénnen wir 
mit 0,0282-m. Quecksilbernitrat in 0,l-n. HNO, bis zu einer Konzen- 
tration von ~250mg/% Chlorid hinab noch im Aquivalenzbereich 
titrieren. Die angegebene Quecksilbernitratkonzentration hat den 
Vorteil, daB sie ohne Umrechnung den Cl’-Gehalt in mg/% an der 
Biirettenteilung abzulesen gestattet. 

Sind wir nun sicher, im Aquivalenzbereich zu titrieren, diirfen wir 
bei der direkten Titration im Serum eine zweite Fehlerquelle nicht 
iibersehen, auf die kiirzlich Annino® hingewiesen hat. Er fand, daB die 
Titration von Chloridlésungen nach Zusatz chloridfreier Serumfraktionen 
scheinbar héhere Werte ergab. Ein Zusammenhang zwischen Fehler 
und zugesetzter Proteinmenge bestand nicht. Es lag nahe anzunehmen, 


8 J.S. Annino, J. Lab. clin. Med. 38, 161 [1951]. 
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vu- daB auch Quecksilbernitrat als Schwermetallsalz in bestimmten p,q- 
Bereichen Proteinfraktionen ausfallt bzw. mehr oder minder dialysable 
igt Komplexverbindungen bildet. 
ich Wir untersuchten zunichst die Bedingungen, unter denen bei der 
kt verwendeten Quecksilbernitratkonzentration im Normalserum eine 
ler Ausfallung zustandekommt. Es ergab sich, daB8 zwischen pg 7 und 
nit py 2,8 Protein gefallt wird, das bei Ansiuern unterhalb von py 2,8 
kt wieder in Lésung geht. Das Auftreten und Verschwinden der Triibung 
ng zeigt ebenfalls die erreichte H’-Konzentration an. Da die Fallung 
on. nicht mehr in dem geforderten Endpunktsbereich stért, unterlieBen 
iB- wir eine nahere Analyse der gefallten Fraktionen. Dann befaBten wir 


uns mit der Frage der Adsorption von Hg an das Serumprotein. Zu 
diesem Zweck titrierten wir gleiche Chloridmengen unter Zusatz steigen- 
der Konzentrationen chloridfrei dialysierten Serums, fanden aber im 
untersuchten Bereich keinen Fehler durch den Proteinzusatz. 


Tab. 1. Einflu8 steigender Serumzusitze auf das Titrationsergebnis: verbrauchte 
ml 0,0282-m. Hg(NO,). in 0,1-n. HNO, fiir 1 mi 0,1-m. NaCl. 





























Serum- Serum- Serum- 
' zusatz zusatz zusatz 
0,1 3,53 | 3,53 0,6 3,56 | 3,56 P| 3,56 | 3,60 
0,2 3,55 | 3,53 0,7 3,55 | 3,56 1,2 3,58 | 3,55 
0,3 3,55 | 3,56 0,8 3,57 | 3,57 1,3 3,57 | 3,56 
0.4 3,55 | 3,55 0,9 3,56 | 3,56 1,4 3,53 | 3,56 
r- 0,5 3,58 | 3,56 1,0 3,58 | 3,57 1,5 3,57 | 3,56 




















ohne Serumzusatz 3,53 3,53 


Auch das Ergebnis von iiber 100 Vergleichsbestimmungen mercuri- 










































































metrischer Chloridbestimmung ohne und mit vorheriger EnteiweiBung 
| an nicht ausgewahlten Eingingen unseres Laboratoriums zeigt im 
. Gegenteil geringere Werte bei der direkten Titration im Serum. 
s 
h Tab. 2. Titrationsergebnisse in Nativserum* 
n héher niedriger. 
r % als im enteiweiBten Serum  °% 
. mehr |}6—7]5—6/4—5/3 —4/2—3]1—2)0—-1]0—1}1—2)2—3 3—4|4—5 5—6|6—7|mehr % 
t 1 }1{o]/1]o]2]8]6]10]/15| 8]13| 9]12] 8] 6 
e 0 
2 6 
r 
’ * Die relativ groBe Streuung der Differenzen zwischen enteiweiBtem und 


nicht enteiweiBtem Serum ist wohl auf die Inkonstanz der Elektrolytverteilung 
zwischen Filtrat und Niederschlag zuriickzufiihren. 
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Unsere Vorstellungen iiber die konkurrierende EiweiBadsorption 
stirker oder schwacher dissoziierter Hg-Verbindungen reichen noch 
nicht aus, die beiden entgegengesetzten Beobachtungen von Annino® 
bzw. Schales® und uns zu erkliren. Erst eine kiirzlich erschienenc 
Arbeit von Thomsen® gibt niahere Aufschliisse iiber das Bindungs- 
vermégen von ?®HgCl an verschiedene Serumproteinfraktionen. Aus 
ihr geht hervor, daB die Bindung von *%HgCl an verschiedene Serum- 
proteine bei Mensch und Rind bis etwa 700 mg/°% von der angebotenen 
Quecksilber II-chlorid-Menge abhingig ist. Nehmen wir eine Queck- 
silber-Endkonzentration von 240 mg/°% bei der Titration von 1 ml 
Normalserum an, so haben wir bei schwach saurer Reaktion mit der 
Bindung von 1 mg Hg an das im Serum vorhandene Eiwei8 zu rechnen. 
Wiirde das Protein nur vom Quecksilbernitrat gebunden, so ware ein 
Titrationsfehler von etwa 10% zu erwarten. Da aber HgCl,, wie 
Thomsen? fand, gleichfalls mit Protein reagiert, wird der an Hg(NO,), 
gebundene Proteinanteil mit fortschreitender Titration immer kleiner, 
so daB der wirkliche Fehler um ein vielfaches geringer zu veran- 
schlagen ist. 


Beschreibung der Versuche 
I. Arbeitsvorschrift zur Priifung der Methode 


1. Herstellurig der Reagenslésungen 
a) 0,0282-m. Hg(NO,),: 3,055 g QuecksilberII-oxyd p.a. werden in 3 ml 
konz. Salpetersdure gelést. Aus einem gleichen Ansatz bestimmt man die Normalitat 
der konzentrierten Saiure nach der Reaktion und verdiinnt entsprechend auf 
0,1-n. Dann wird mit 0,l-n. HNO, auf 1000,0 ml aufgefiillt. 
b) 0,1-m. NaCl: 5,845 g NaCl p.a. werden mit bidest. Wasser auf 1000,0 ml 
aufgefiillt. 
c) 1-proz. Diphenylcearbazonlésung: 1,00 g Diphenylearbazon p.a. wird in 
100,0 ml 96-proz. Alkohol gelést. 
2. Durchfiihrung der Titration 
1 ml 0,1-m. NaCl wird mit 3 Tropfen Diphenylcarbazonlésung versetzt. Aus 
einer 5-ml-Biirette (1/100) gibt man bis zum Umschlag von farblos nach tiefviolett 
0,0282-m. Hg(NO,), zu. Es miissen genau 3,54 ml verbraucht werden, andernfalJs 
ist eine Titerkorrektur erforderlich. 
Die eigentliche Bestimmung erfolgt in gleicher Weise; die verbrauchten ml 
0,0282-m. Hg(NOg).°100 entsprechen mg/°/, Cl. 


II. Prifung des Reaktionsablaufes unter verschiedener H’- 

konzentration 
1. Herstellung des chloridfreien Puffers 

a) 0,l-n. HNO, b) 0,l-n. Natriumcitrat. 

Das Mischungsverhiltnis fiir 100 ml Puffer zur Herstellung der H’-Konzen- 
trationen von py 1,2 bis 4,8 entsprach dem von Sérensen!® angegebenen HCl- 
Citrat-Puffer, der in der urspriinglichen Form wegen des Cl'-Gehaltes nicht geeignet 
war. Die py-Werte der Puffer wurden mit der Glaselektrode gemessen und durch 
Zusatz einer der beiden Komponenten berichtigt. Die Pufferkapazitat entsprach 
der des urspriinglichen HCl-Citrat-Puffers nach Sérensen?® 


® G. Thomsen, Naturwiss. 39, 451 [1952]. 
10 §.P.L. Sé6rensen, Biochem. 7. 21, 131 [1909]. 
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2. Untersuchung des Fehlers bei verschiedener H’-Konzentration mit konstanter 

Cl-Vorlage 

1 ml 0,1-m. NaCl wurde mit 20 ml der entspr. Puffermischung versetzt und 
wie unter I, 2 angegeben titriert. 

3. Untersuchung des Fehlers bei verschiedener H’-Konzentration mit konstanter 

Hg(NO,),-Vorlage 

Bei dem unter II, 1 genannten Puffer wurden 25 ml des HNO,-Anteils durch 
0,0282-m. QuecksilberII-nitrat in 0,l-n. HNO, ersetzt. 

Zu 1 ml 0,1-m. NaCl wurden wieder 20 ml Pufferlésung gegeben, wobei jetzt 
nach Indikatorzusatz durch den Uberschu8 an Hg(NO,). die tiefviolette Farbe 
auftrat. Durch Zugabe von 0,1-m. NaC] aus einer 5 ml Mikrobiirette wurde nun 
durch Titration auf farblos die Differenz zu der bereits vorgegebenen NaCl-Menge 
und der 5 ml 0,0282-m. Hg(NO,). entsprechenden Chloridmenge bestimmt. Sie 
sollte theoretisch 5,00—3,54 = 1,46 ml 0,l-m. NaCl betragen. 


Ill. Ermittlung der Pufferkapazitait eines Normalserums gegen- 

iiber 0,l-n. HNO, 
1. Vorrichtung zur potentiometrischen Titration 

Eine hochohmige Glaselektrode (Schott & Gen. 9005 g) wurde in einem 
engen ReaktionsgefaiB befestigt, das seitlich ie einen Rohrstutzen zur Aufnahme 
der Bezugselektrode und zum Eintropfen der Saure hatte. Die Bezugselektrode 
war als Kapillare geblasen. Am Boden des GefaBes war ein gegabeltes Auslaufrohr, 
dessen eines Ende mit einem Hahn zum Ablassen des Inhaltes versehen war. Die 
andere Offnung wurde mit einer Stickstoffbombe verbunden, aus der mit Hilfe 
eines Feinregelventils ein feiner Gasstrom durch die Fliissigkeit im ReaktionsgefaB 
perlite. 

2. Titration 

In das ReaktionsgefaB wurden 1 ml Serum eingefiillt und aus einer mit dem 
kapillaren Rohrstutzen verbundenen Biirette je 0,05 ml 0,1-n. HNO, zugegeben. 
Die durch die Zugabe auftretende Potentialanderung wurde abgewartet und in 
py-Einheiten an einem Gleickspannungsverstarker (Acidometer III) abgelesen. 
Die abgelesene H*-Konzentration wurde gegen die zugesetzte Saiuremenge auf- 
getragen (Abb. 3). 

IV. pq-Abhangigkeit der Farbkomplexbildung zwischen Hg(NOs), 
bzw. HgCl, und Diphenylearbazon 

Je 10 ml der Pufferlésungen ,,Riedel de Haén‘* von py 1—-10 wurden mit 
0,5 ml 0,25-proz. HgCl,-Lésung und 4 Trpf. 1-proz. alkohol. Diphenylcarbazon- 
lésung versetzt. Die Absorption des entstehenden blau-violetten Hg-Komplexes 
wurde nach 10 Min. mit Griinfilter in einem lichtelektrischen Kolorimeter in 
Rundkiivetten von 14mm @ gemessen und gegen die H’-Ionenkonzentration 
aufgetragen (Abb. 2). 

Ebenso wurde mit einer 0,3-proz. Hg(NO;).-Lésung in 0,01-n. HNOg; ver- 
fahren. 


V. Orientierende Messung der Abhangigkeit der Leitfahigkeit 
von HgCl, bei verschiedener H’-Jonenkonzentration 
1. Aufbau der MeBeinrichtung 
In die beiden Briickenzweige einer WiderstandsmeBbriicke mit elektronischer 
Nullanzeige (Philoskop) wurden zwei identische LeitfahigkeitsgefaiBe eingeschaltet. 
Die Elektrodenflache betrug etwa 1 cm? pro Elektrode, der Abstand etwa 2 cm. 
2. MeBvorgang 
Nach Priifung mit gleicher Fiillung beider GefiBe wurde je 1 GefaB mit 
Pufferlésung beschickt, in das andere kam der gleiche Puffer, in den 0,25-proz. 
HgCl, eingewogen war. Die Widerstandsdifferenzen wurden in °(, fiir jede ganze 
py-Einheit zwischen 1 und 10 mehrfach bestimmt. 
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VI. Untersuchung der Proteinfallung durch Hg(NO,), 


1 ml 0,0282-m. Hg(NO,), in 0,01-m. HNO, wurde mit 5 ml Pufferlésung 
,,Riedel de Haén“ von pg 1—7 versetzt und 0,1 ml Normalserum zugegeben. 


Die H’-Ionenkonzentration, bei der die Triibung auftrat, wurde vermerkt. Der 


Leerversuch mit Puffer und Protein ergab keine Triibung, mit Puffer und Hg(NO,). 
eine leichte unspezifische Triibung. 


VII. Chlortitration mit steigendem Serumzusatz 


Normales Serum wurde 48h gegen flieBendes Wasser dialysiert, mit 0,1-m. 
AgNO, auf Chloridfreiheit gepriift und im Vakuum auf das urspriingliche Volum 
eingeengt. Die dabei auftretende Triibung verschwand, nachdem NaCl zugesetzt 
war. 0,1—-1,5 ml dieses Serums wurden mit | ml 0,l-m. NaCl versetzt und, wie 
unter I, 2 beschrieben, titriert. Vorher war ein Leerwert mit 1 ml 0,l-m. NaC! 
bestimmt worden. 

VIII. Vergleich zwischen den Titrationsergebnissen enteiweiBter 
uud nicht enteiwei®Bter Sera 

Von allen wahrend einer Woche eingegangenen Seren unseres Laboratoriums 
wurde | ml Nativserum nach I, 2 titriert. 2m! des gleichen Serums wurden nach 
Folin-Wu mit gleichen Teilen 10-proz. Natriumwolframat und 0,66-n. Schwefel- 
siure enteiweiBt und die 1 ml Serum entsprechende Menge Filtrat titriert. Die 
positiven und negativen Abweichungen wurden prozentual ausgewertet (Tab. 2). 


Zusammenfassung 


1. Die mercurimetrische Chloridtitration ergibt an ungepufferten 
NaCl-Lésungen von 0,01—1-m. linear konzentrationsabhingige, repro- 
duzierbare Analysenergebnisse. 

2. Der Reaktionsendpunkt ist nur zwischen py 1,0 und 2,4 von 
der Chloridkonzentration abhingig und oberhalb von py 4,8 nicht mehr 
mit Diphenylcarbazon festzulegen. Der ReaktionsabschluB muB also 
innerhalb des angegebenen py-Bereiches erfolgen. 

3. Der EinfluB der Proteinkonzentration unverdiinnten Serums 
kann fiir klinische Zwecke vernachlissigt werden. 

4. Mit 0,0282-m. Hg(NO;), in 0,l-n. HNO, titriert man im unver- 
diinnten. Serum bis zu 250 mg/%, Chlorid hinab sicher im Aquivalenz- 
bereich und kann den Chloridgehalt in mg/°%, an der Biirettenteilung 
ablesen. 
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Untersuchungen iiber den intermediaren S-Stoffwechsel 


IV. Uber die im Substrat gelegenen Bedingungen 
der Desulfurierbarkeit durch E. coli 


Von 
H. Hanson und E. Mantel 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Martin-Luther-Universitit Halle (Saale) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juli 1953) 


Herrn Prof. Dr. K. Thomas aus Aiz:laB seines 70. Geburtstages gewidmet 


In Ubereinstimmung mit anderen Autoren wurden bei Einwirkung 
von Bact.coli auf Cystein/Cystin sowohl Desulfurierung wie auch 
Desaminierung in einem Ausma8 festgestellt, das an der Herkunft des 
gesamten ermittelten H,S und mindestens des tiberwiegenden Teils 
des NH, aus dem Cystein/Cystin keinen Zweifel zulaBt}. Es interessiert 
die Frage, ob fiir die Desulfurierung die freie Aminogruppe erforderlich 
ist, und ob fiir den genannten Vorgang ein parallelgeh ender, zur NH,- 
Freisetzung fiihrender Angriff an der Aminogruppe erfolgt oder erfolgen 
muB, oder ob sich auch Desulfurierungen bei Verbindungen feststellen 
lassen, die Riickschliisse auf die strukturellen Erfordernisse des «- 
C-Atoms des Cystein/Cystin fiir die Desulfurierung zulassen. In letzter 
Zeit wurde zu diesen Fragen die Ansicht geiuBert, daB die Desulfu- 
rierung unabhangig von der Desaminierung durch die Coli-Cysteinase 
erfolge®. Die Verf. kommen zu dieser Annahme, weil sie zwar bei 
niedrigen Cysteinkonzentrationen neben H,S und Brenztraubenséure 
auch NH, finden, bei héheren jedoch kein NH, keine Brenztrauben- 
siure, nur etwa 1/,, der theoretisch méglichen H,S-Menge, kein Serin 
und qualitativ papierchromatographisch Alanin feststellen. Sie ver- 
muten deshalb eine enzymatische, primaire Abspaltung von H,S unter 
Bildung von Aminoacrylsaure, die nun bei geringen Cysteinkonzen- 
trationen tber «-Iminopropionsiure nichtenzymatisch zu Brenz- 
traubensiure und NH, zerlegt wird, bei héheren Cysteinkonzen- 
trationen durch dessen SH-Gruppen unter Bildung von Cystin (was 
allerdings nicht nachgewiesen wird) zu Alanin reduziert wird. Einen 
priparativen Nachweis der Alaninbildung bei Cysteindesulfurierung 
durch Acetontrockenpulver aus L. coli hatten bereits 1938 Fromageot 
und Desnuelle® gebracht. Bei Richtigkeit dieser Hypothese, nach 
der also bei der fermentativen H,S-Abspaltung primir die NH,-Gruppe 
des Cysteins unbeteiligt sei, wire zu tiberpriifen, ob Substrate vom 
Charakter der 6-Thiopropionsiure durch Cysteinase unter H,S-Bildung 


1 a) H. Hanson u. S. Tannert, Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforschg. 
4, 278 [1951]; b) H. Hanson, Z. ges. inn. Med. 6, 589 [1951]; dort weitere Literatur- 
angaben. 

2K. Ohigashi, A.Tsunetoshi, M.Uchida, K.Ichihara, J. Bio- 
chemistry [Tokyo] 39, 211 [1952]. 

3 C. Fromageot u. P. Desnuelle, Enzymologia [Den Haag] 5, 57 [1938]; 
Zit. nach Physiol. Ber. 109, 24 [1939]. 
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angegriffen werden, sofern sie die >CH-SH-Gruppierung, mdglicher- 
weise noch die freie —COOH-Gruppe aufweisen. Fiir die Coli-Cysteinase 
sind derartige Untersuchungen, soweit wir das Schrifttum tibersehen 
konnten, nicht ver6dffentlicht. 

Andere Mikroorganismen sind in dieser Hinsicht schon mehrfach untersucht. 
Die oben zitierten japanischen Autoren” fanden bei Einwirkung von Proteus vulg. 
X,, auf B-Dithio-dipropionsaure, N -Benzoyl-l-cystin, Dithiodiglykolsiure und Thio- 
glykolsiure keine H,S-Bildung, eine nur schwache aus «-Dioxy-§-dithiodipropion- 
siure. Tarr‘ stellte bei Einwirkung von Proteus vulg. oder Serratia marcescens 
auf Cystein, Cystin, Glycyleystein, GSH und G-S-S-G 75—80% des eingesetzten 
S als H,S fest, dagegen nur 2—16% bei NV-Acetyleystein und seinem Methyl- und 
Propylester. 

Das Problem der Cystein/Cystin-Desulfurierung bekam einen neuen 
Aspekt, als sich die aktivierende Rolle des Pyridoxalphosphates auch 
fir die Desulfurierung durch Mikroorganismen herausstellte. Den 
bereits genannten japanischen Autoren”? gelang in Bezug auf H,S- 
Abspaltung aus Cystein eine 10-fache Steigerung der Aktivitét eines 
aus Coli-Bakterien durch Ammonsulfatfaillung dargestellten und ge- 
reinigten Cysteinasepraparates durch Zugabe von Pyridoxal und ATP, 
waihrend Zusatz von Pyridoxal oder ATP allein nur eine geringfiigige 
Aktivitaétserh6hung bewirkte. Den Angriffspunkt des Pyridoxal- 
phosphates sehen die Verff. entsprechend ihrer oben bereits dargelegten 
Hypothese allein an der >CH-SH-Gruppe. Es ist jedoch in Anbetracht 
der Cofermentfunktion des Pyridoxalphosphates bei Transaminierungs- 
vorgiéngen unwahrscheinlich, daB, wenn Pyridoxalphosphat die De- 
sulfurierung des Cysteins katalysiert, dies ohne irgendwelche Mit- 
beteiligung der Aminogruppe geschieht. So stellte Kallio® an durch 
Ultrabeschallung gewonnenen, zellfreien Extrakten von Prot. morganii 
fest, daB aus Cystein je 1 Mol H,S, NH, und Brenztraubensiaure gebildet 
werden, daB die Geschwindigkeit der Ketosiurebildung — nur diese 
wurde in diesem Zusammenhang gemessen — an dialysierten Extrakten 
stark absinkt, sich aber durch Zugabe von Pyridoxalphosphat tiber die 
urspriinglichen Werte des undialysierten Extraktes steigern laBt. Nach 
Delwiche® steigert Pyridoxalphosphat die Desulfhydraseaktivitat eines 
durch Ultrabeschallung aus L. coli dargestellten Fermentpraparates 
etwa gleich stark wie Adenosin-5-phosphat + Biotin. Dabei wurde 
aus Cystein, wie bereits friiher von anderen Untersuchern beschrieben, 
die gleiche molare Menge H,S und NH, gebildet. 

Noch stiirker wird die enge Verkniipfung vom Desulfurierungs- und 
Desaminierungsvorgang nahegelegt durch die Ergebnisse von Metzler 
und Snell’ tber die durch Pyridoxal katalysierte in-vitro-Desami- 
nierung und -Desulfurierung von Cystein unter Bildung von Brenz- 
traubensiure, NH, und H,S. Die Erwirmung auf 100° von 10 mMol 


H.L. A. Tarr, Biochem. J. 27, 1869 [1933]. 

R. E. Kallio, J. biol. Chemistry 192, 371 [1951]. 

E. A. Delwiche, J. Bacteriol. 62, 717 [1951]. 

D. E. Metzler u. E. Snell, J. biol. Chemistry 198, 353 [1952]. 
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Cystein mit 10 mMol Pyridoxal, 1 mMol Al (als KAI(SO,).) in 0,l-m. 
Acetatpuffer vom py 5,0 fiihrt zur Bildung der drei genannten Sub- 
stanzen, fir Brenztraubensiure und NH, im aquimolekularen Ver- 
hiltnis (H,S wurde nicht gemessen). Nach Metzler und Snell® wiirde 
sich in Analogie zu Serin fiir die Desulfurierung des Cysteins durch 
E.coli folgendes Reaktionsschema ergeben: 


HS-CH,-CH-COOH H,C:C-COOH Brenz- 
, ‘ trauben- 
Cystein JN JNy 2 
—u, H CH —H,8 H CH 2H,0 bap 
a. > > ————s + 
O O NH; 
Pyridoxal- \Z4\,.CH,-0-P0;H, 7% -CH,-0-P0,H, +. 
phosphat ; | } | Potiiess. 
HsC-\y/ HyC-\y/ ghouphat 


Danach wire mit einer H,S-Bildung zu rechnen, die rascher ein- 
setzt als die NH,-Freisetzung, also mit einer zeitlichen Hintereinander- 
folge der Reaktionen, die auch die Annahme von Ohigashi? iiber die 
sekundire NH,-Abspaltung zulassen wiirde. 

In unseren Untersuchungen haben wir neben Cystein und Cystin 
eine Reihe von Substraten mit der Grundstruktur der 6-Thiopropion- 
siure, wie auch einige «-Thiosiuren und Thiazolidine zur Uberpriifung 
ihrer Desulfurierbarkeit durch F. coli eingesetzt, wie auch bei einigen 
Substraten den zeitlichen Verlauf der H,S- und NH,-Abspaltung ver- 
folgt und die Frage der Alaninbildung beim Cystein/Cystinabbau unter- 
sucht. 

Beschreibung der Versuche 


A. Substrate 

Das handelsiibliche /-Cystin wurde, bevor es zum Ansatz kam, aus Ammoniak- 
Kisessig umkristallisiert. /-Cystein-Hydrochlorid wurde durch Reduktion 
von /-Cystin mit metall. Na in fliissigem NH, dargestellt und tiber das Hg-Mercaptid 
gereinigt. Thioglykolsaure und Thiomilchsaiure waren Handelspraparate. 

Ferner wurden folgende Praparate dargestellt: 

Dithio-diglykolsiure nach Biilmann’, Schmp. 103° (Zers.); «-Thio- 
isobuttersiure nach Biilmann”™, Schmp. 49—50°; «-Dithio-diisobutter- 
siure nach Biilmann!, Schmp. 188—189° (Zers.); Thio-hydracrylsiure 
und Dithio-dihydracrylsaure, Schmp. 154° nach Biilmann"™; Diformy]- 
cystin nach Fruton und Clark!*, Schmp. 186—187° (Zers.); Dichloracetyl- 
cystin, Schmp. 135—137° und Diglycyl-cystin nach Abderhalden und 
Spinner; Dicarbobenzoxy-cystin nach Bergmann und Zervas", Schmp. 
123°; S-Benzyl-cystein nach den Angaben von du Vigneaud und Wood", 








8 D. E. Metzler u. E. Snell, J. biol. Chemistry 198, 363 [1952]. 

® Biilmann, Klason u. Carlson, Ber. dtsch. chem. Ges. 89, 733 [1906]. 
10 Biilmann, Liebigs Ann. Chem. 848, 129 [1906]. 

4 Biilmann, Liebigs Ann. Chem. 389, 363 bzw. 367 [1905]. 

2 J.S.Fruton u. H. T. Clark, J. biol. Chemistry 106, 667 [1934]. 

18 EK. Abderhalden u. Spinner, diese Z. 106, 296 [1919]. 

4 E. Bergmann u. L. Zervas, Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 1192 [1932]. 
18 V.du Vigneaud u. J. L. Wood, J. biol. Chemistry 180, 110 [1939]. 











H. Hanson und E. Mantel, 





144 Bd. 295 (1953) 


Schmp. 210—211°; S-Benzyl-$-dimethyl-cystein nach Butenandt, Jatz- 
kewitz und Fouché", Schmp. 161—162°; a«-dioxy-f-dithio-dipropion- 
saures Ca nach Neuberg und Ascher”. 

47,0 mg Sbst.: 3,31 ml 7/10 KMnO,. — 53,88 mg Sbst.: 91,45 mg BaSQ,. 

Ber. Ca 14,29, S 22,87. Gef. Ca 14,11, S 23,30 
(das Praparat enthielt noch kleine Mengen an Stickstoff, vermutlich nicht um- 
gesetztes Cystin). 

Cystamin- HCl nach Mills und Bogert* (vgl. auch H. Bestian!9), Schmp, 
216—2179; Cystindisulfoxyd nach Toennies und Lavine”, Schmp. 180—183° 
(ab etwa 160° langsame Zersetzung); mercaptobrenztraubensaures NH, 
nach Schneider®!4; Thiazolidin-carbonsaure nach Ratner und Clark”, 
Schmp. 196°; 2-Methyl-thiazolidin-dicarbonsaure-(2.4)nach Schubert®’, 
Schmp. 164—165° (unter Zers.). Wie schon Schubert erwahnt, besteht bei der 
Darstellung dieser Verbindung die Méglichkeit der Bildung einer Anlagerungs- 
verbindung der Brenztraubensiure an der SH-Gruppe des Cysteins. Wie aber 
die Analysenwerte des dargestellten Praiparates zeigen, handelt es sich in unserem 
Falle um das Thiazolidin. 

26,63 mg Sbst.: 36,68 mg CO,, 11,31 mg H,O. — 33,74 mg Sbst.: 8,9 ml 
n/50 NH;. — 52,95 mg Sbst.: 64,39 mg BaSO,. : 

Ber. C 37,69, H 4,74, N 7,33, S 16,77. 
Gef. C 37,59, H 4,75, N 7,38, S 16,71. 


S-Benzyl-N-acetyl-cystein wurde durch Einleiten von Keten in eine 
waBrig-alkalische Lésung (pq 8-—9) von S-Benzyl-cystein unter laufendem 
Nachstelleri des py-Wertes mit n-NaOH dargestellt. Nach Ansaiuern auf py 5 
wurde im Vakuum stark eingeengt und nach 24-stdg. Stehenlassen im Eisschrank 
das ausgeschiédene S-Benzyl-N-acetyl-cystein abgesaugt und aus heiBem Wasser 
mehrmals umkristallisiert. Schmp. 144—145° (Schmp. nach Stekol** 147—148°), 


33,0 mg Sbst.: 6,74 ml »/50-NH,. — 35,02 mg Sbst.: 31,46mg BaSO,. 
Ber. N 5,53, S 12,66. Gef. N 5,72, S 12,34. 


S-Benzyl-f-d,l-phenyl-cystein. Dargestellt aus S-Benzyl-N-benzoyl-f- 
phenyl-cystein-methylester, der bereits von Nicolet” dargestellt und beschrieben 
wurde. Analog den Angaben von Butenandt, Jatzkewitz und Fouché™ 
fiir die Darstellung von $-Dimethyl-cystein wurde der Ester durch Kochen mit 
einem Essigsiure/Salzsiuregemisch verseift. Zur Abspaltung des Benzoylrestes 
wurden 3g S-Benzyl-N-benzoyl-f-phenyl-cystein (Schmp. 173—175°) in 
einem Gemisch von 50 ccm Ameisensaure, 50 ccm konz. Salzsiure und 50 ccm 
Wasser 2—3 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Die Substanz ging hierbei nicht ganz 
in Lésung. (Bei stirkeren HCl-Konzentrationen und lingerem Kochen wurde 
Zersetzung unter Entwicklung von Benzylmercaptan festgestellt). Danach wurde 
im Vakuum zur Trockne eingeengt, der Riickstand 3- bis 4-mal mit Petrolather 
ausgekocht und abfiltriert. Nach Abdampfen der im Riickstand verbliebenen 
Petrolitherreste wurde der Riickstand 2-mal mit 50 ccm Wasser, dem einige 
Tropfen HCl zugesetzt waren, ausgekocht und abgesaugt. Das Filtrat wurde mit 
2-n. NaOH unter Schiitteln auf py 5—6 gebracht, wobei sich sofort ein amorpher 


16 A, Butenandt, H. Jatzkewitz u. P. Fouché, diese Z. 282, 268 [1947]. 
” C,Neuberg u. E. Ascher, Biochem. Z. 5, 451 [1907]. 

18 E. J. Mills u. M. T. Bogert, J. Amer. chem. Soc. 62, 1173," 2363 [1940]. 
19 H. Bestian, Liebigs Ann. Chem. 566, 224 [1950]. 

20 G. Toennies u. T. F. Lavine, J. biol. Chemistry 118, 580 [1933]. 

21 F, Schneider, Biochem. Z. 318, 507 [1949]. 

22S. Ratner u. H. T. Clark, J. Amer. chem. Soc. 59, 200 [1937]. 

23M. P. Schubert, J. biol. Chemistry 121, 539 [1937]. 

*4 J. A.Stekol, J. biol. Chemistry 124, 129 [1938]. 

2% B.H. Nicolet, J. biol. Chemistry 95, 391 [1932]. 
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Niederschlag bildete, der rasch abgesaugt und mit etwas Wasser gewaschen wurde. 
Das vereinigte Filtrat wurde auf 50 ccm im Vakuum eingeengt und 48 Stdn. in 
den Eisschrank gestellt. S-Benzyl-f-phenyl-cystein kristallisierte in dieser 
Zeit nadelférmig aus. Zur Verbesserung der Ausbeute kann der Filterriickstand 
nochmals mit dem Ameisensiure-HCl-Gemisch gekocht und auf S-Benzyl-f- 
phenyl-cystein hin aufgearbeitet werden. Ausb. 0,6 bis 0,7 g (30%, bezogen auf 
S-Benzyl-N-benzoy]l-B-phenyl-cystein). Mehrmals aus Wasser umkristallisiert: 
Schmp. 153—155°. 
25,12 mg Sbst.: 4,31 ml n/50 NH,. — 29,83 mg Sbst.: 23,25 mg BaSQ,. 
Ber. N 4,89, S11,16. Gef. N 4,80, 8 10,71. 


B. Versuchsanordnung 


Diese war die gleiche, wie friiher! beschrieben. HZ. coli?® wurde in 4% oder 
1-proz. Traubenzuckerbouillon, der aus Griinden der Cystinadaptation der Z. coli 
meist 5 mg Cystin/100 ml Nahrbouillon zugesetzt war, 14—16 Stdn. bei 37° ge- 
ziichtet, danach wurde abzentrifugiert und zweimal an der Zentrifuge mit Phos- 
phatpuffer (pq 6,7) gewaschen. Fiir jeden Versuchsansatz kam eine FZ. coli-Menge 
zur Anwendung, die etwa 10 mg Trockensubstanz entsprach. GleichmaBige Ver- 
teilung der Coli in den einzelnen Ansitzen jeder Versuchsserie wurde dadurch 
gewahrleistet, da8 fiir alle Ansitze einer Serie die gleiche Coli-Suspension benutzt 
wurde. Im Reaktionsgefa8 jedes Versuchsansatzes befanden sich 10 ml Coli-Sus- 
pension und 20 mi der auf py 6,7 eingestellten Substratlésung. Je nach Versuchs- 
bedingungen wurde wechselnde Zeiten, maximal 19—20 Stdn. bei 37° mit reinem 
N, (etwa 35—40 ccm/Min.) durchstrémt. Nach der jeweiligen Versuchszeit wurde 
meistens durch Ansiuern mit 5 ml 20-proz. Trichloressigsiure oder 3—5 ccm 
2-n. H,SO, der Versuch abgebrochen und nach den in Abschnitt C beschriebenen 
Bestimmungsmethoden H,S, NH;, CO, und Alanin bestimmt. 


C. Bestimmungsmethoden 

1. Bestimmung des H,S 

Der aus dem ReaktionsgefaB waihrend des Versuches laufend entweichende 
H.S wurde in einer Vorlageflasche abgefangen. Als Absorptionsmittel dienten bei 
jodometrischer Bestimmung des Sulfids eine leicht alkalische Cd-Acetatlésung. 
Bei einer gleichzeitig nebenher in einer weiteren Vorlageflasche erfolgenden CO,- 
Erfassung erwies sich fiir die H,S-Absorption schwach essigsaure 0,6-proz. Zn- 
Acetatlésung als geeignet. Das in dieser gebildete ZnS wurde mit der Lésung in 
ein 100-ml-MeBkélbchen iiberfiihrt, das mit 0,6-proz. Zn-Acetatlésung bis zur 
Marke aufgefiillt wurde. Je nach Sulfidmenge wurden 10 ml dieser Lésung oder 
mehr fiir die H,S-Bestimmung nach der Methylenblaumethode nach Almy** 
entnommen, 

Dieses Verfahren, das von Freudenberg und Miinch® besonders fiir die 
Erfassung kleinster H,S-Mengen in Proteinlésungen empfohlen wird, gestattete 
auch die bei unseren Versuchen anfallenden, zuweilen recht kleinen H,S-Mengen 
einwandfrei zu bestimmen, wenn durch 1—2-stdg. Schiitteln des dicht ver- 
schlossenen Me8kélbchens fiir vollstandige Umsetzung des ZnS mit den Reagenzien 
zu Methylenblau gesorgt wurde. Die maximale Farbintensitét war nach 2 Stdn. 
immer erreicht und wurde im Stupho (Filter S 66) in 2-cm-Kiivette gegen den 
in jeder Versuchsserie mitgelaufenen Coli-Leerwert (Coli-Suspension ohne Substrat) 
gemessen. Die Coli-Leerwerte zeigten nie H,S-Bildung. Die H,S-Werte in y wurden 
einer ad hoc aufgestellten Eichkurve entnommen. 


*6 Dem Hygiene-Institut der Univ. Halle (Direktor: Prof. Dr. Winkler) 
danken wir fiir die freundlichst gewahrte Hilfe bei der Beschaffung und Uber- 
priifung der Coli-Stamme. 

27 L.H. Almy, J. Amer. chem. Soc. 47, 1382 [1925]. 

28 K. Freudenberg u. A. Minch, diese Z. 268, 13 [1940]. 
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2. Bestimmung des NH, a) durch Destillation und NeBlerisation™ 
b) durch Mikrodiffusionsmethode nach Conway 

Die Inhalte der Coli-Substrat-ReaktionsgefiBe und der H,SO,-Vorlage- 
flaschen wurden nach Abbrechen des Versuches quantitativ in einen 50-ml-Meb- 
kolben tiberfiihrt und mit H,O zur Marke aufgefiillt. 10 ml davon kamen in den 
auBeren Teil des Conway-GefaBes, in den inneren Einsatz 2 ml Borsaurelésung 
nach Abelin?® als NH,-Absorptionsmittel. Wie wir uns in Kontrollversuchen 
iiberzeugten, waren zur vollstaéndigen Austreibung und Absorption des NH, nach 
Alkalisieren infolge des gréBeren Fliissigkeitsvolumens im auBeren Teil des Ge- 
faBes mindestens 15 Stdn. erforderlich. Aus Sicherheitsgriinden lieBen wir vom 
Beginn des Alkalisierens bis zur Titration den Conway -Ansatz 20 Stdn. verschlossen 
unter maBiger Schwenkbewegung stehen. Titriert wurde mit »/100-H,SO,. 

3. Bestimmung von CO, 

Das nach Ansiuern des Versuchsansatzes anfallende CO, — zur vollstandigen 
Austreibung aus ReaktionsgefaB und H,SO,- und essigsauren Zn-Acetat-Wasch- 
flaschen wurde mit N, kraftig durchstrémt wurde in einem ,,Kaliapparat* 
nach Friedrich, dessen Einsatz durch Anschmelzen an einen Schliffdeckel ab- 
nehmbar gemacht war, in vorgelegtem Ba(OH), ee und titrimetrisch mit 
n/10-Oxalsiure bestimmt. 

4. Bestimmung von Cystein/Cystin 

Wie friiher beschrieben®°®. 

5. Bestimmung von Alanin 

Papierchromatographisch nach Abzentrifugieren der Coli, Entsalzen eines 
aliquoten Teiles des fiir die NH,-Bestimmung auf 50 ml aufgefiillten Inhaltes des 
ReaktionsgefaéBes (meist 30 ml). Die nach Entsalzen verbliebene Lésung wurde 
auf Wasserbad zur Trockne gebracht, der Riickstand in 0,5 cem Wasser auf- 
genommen und 10—20 cmm auf Papier aufgetragen. Aufsteigendes Verfahren in 
Butanol-Eisessig. Als Leerwerte wurden neben den iiblichen Coli-Leerwerten 
(ohne Cystin/Cystein) auch die Cystein/Cystin-Lésungen ohne #act. colt auf Alanin- 
gehalt oder -bildung gepriift. 

6. Bestimmung von Benzylmercaptan 

Bei der Bestimmung wurde an Stelle der Cd- oder Zn-Acetatlésung eine auf 
etwa py 5 eingestellte CuSO,-Lésung vorgeschaltet, in der sich dann Benzyl- 
Cu-Mercaptid bildete. Eine genaue quantitative Bestimmung war wegen nicht 
quantitativer Abscheidung des Mercaptids nicht mdéglich. 


D. Ergebnisse 

1. Untersuchungen zur H,S-, NH,- und CO,-Abspaltbarkeit 
durch Bact. coli aus verschiedenen S-haltigen Substraten im 
Vergleich zu Cystein/Cystin 

H,S, NH;, CO,, Benzylmercaptan wurden in der in den Abschnitten 
,,Versuchsanordnung* und unter ,,Bestimmung‘ beschriebenen Weise 
nach Einwirkung von Bact. coli auf die verschiedenen, in Tab. 1 auf- 
gefihrten Substanzen bestimmt. 

In Tab. 1 sind nur die Substrate aufgefiihrt, die durch Bildung 
eines der bestimmten Stoffwechselprodukte eine Aufspaltung erkennen 
lieBen. Weiterhin wurden gepriift Diformyl-cystin, Dichloracetyl- 
eystin, Dicarbobenzoxy-cystin, S-Benzyl-N-acetyl-cystein, S-Benzyl-/- 
phenyl- cystein, S-Benzyl-dimethylcystein, Thioglykolsiure, Dithiodi- 


29 J. Abelin, Biochem. Z. 297, 203 [1938]. 
30 H. Hanson, Biochem. Z. 318, 313 [1948]. 
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glykolsiure, Thiomilchsiure, «-Thio-isobuttersiure, o-Dithio-diiso- 

buttersiure, Thiohydracrylsiure, Dithio-dihydracrylsiure. Diese Sub- 
strate zeigten keine oder nur geringfiigige, in die Fehlerbreite der Methode 
fallende Aufspaltung. Alle Stoffe kamen in Phosphatpuffer zum An- 
satz, die Konzentrationen waren so gewahlt, daB sie im S-Gehalt gréBen- 
ordnungsmaBig einander aiquivalent waren. Jede Verbindung wurde 
mehrfach und auch mit verschiedenen Colistémmen untersucht. Bei 
einigen Versuchsansaétzen wurden die zu verschiedenen Zeiten mit 
verschiedenen Colistémmen durchgefiihrten Mehrfachbestimmungen an- 
gegeben, die gleichzeitig Aufschlu8 iiber den bei den Versuchen auf- 
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Abb. 1. Desaminierung und Desulfarierung von Cystein (NH, — — —, H,S ‘) 
Cystin (NH, ..... , H,S —-—-—), Mercaptobrenztraubensaure 





tretenden Schwankungsbereich geben. Zur Mercaptobrenztraubensaure 
ist zu vermerken, da diese auch ohne Coli-Einwirkung bei sonst gleichen 
Versuchsbedingungen eine nach 20 Stdn. etwa 2°, des Gesamt-S aus- 
machende H,S-Bildung zeigte, die jedoch im Gegensatz zu der viel 
starkeren H, S. Bildung bei Coli-Anwesenheit nicht sofort, — erst 
nach mebncnen Stunden schwach begann. 


2. Untersuchungen des zeitlichen Verlaufes von De- 
sulfurierung und Desaminierung 

Da von den gepriiften Substraten, auBer den Kondensations- 
produkten zwischen Aldehyd- bzw. Ketonverbindungen und Cystein 
(Thiazolidine), lediglich Cystein, Cystin und Mercaptobrenztrauben- 
siure merklich Desulfurierung erkennen lieBen, wurden Beginn und 
Fortschreiten der Desulfurierung und Desaminierung in Abhingigkeit 
von der Zeit bei diesen 3 Substraten gemessen. Die Thiazolidine sollen 
spater gesondert betrachtet werden. 


In Abb. 1 sind Desaminierung und Desulfurierung von Cystein, 
Cystin und Mercaptobrenztraubensiure in Abhingigkeit von der Zeit 
in ihrem stets beobachteten, charakteristischen Kurvenverlauf dar- 
gestellt. Die aufgezeichneten MeBpunkte der Kurven ergaben sich nach 
Abzug der entsprechenden Leerwerte. 
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Abb. 2 zeigt den deutlichen Unterschied der Desulfurierung pro 
Stunde von Cystein, Cystin und Mercaptobrenztraubenséure bei Ein- 
wirkung von Bact. coli. 
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Abb. 2. Desulfurierung/Stde. von Mercaptobrenztraubensaure , Cystein - - - - 
und Cystin —-—-— ‘ 


3. Versuche zur Frage der Alaninbildung aus Cystein/ 
Cystin 

Bei unseren Messungen der Desaminierung haben sich in der Regel 
Werte um 100°, des eingesetzten Cystein bzw. Cystin-N ergeben, so daB 
Alanin als sich anhiiufendes Desulfurierungsprodukt nicht angesprochen 
werden kann. Immerhin schien es méglich, daB Alanin als rasch weiter 
verwertbares Produkt intermediir anfallt. Wir fanden jedoch keine 
Anhaltspunkte, daB #.coli freies Alanin so rasch desaminiert, wie 
Cystein oder Cystin desaminiert und desulfuriert werden; denn wenn 
Coli-Suspensionen, wie wir sie fiir unsere Cystein/Cystin-Versuche be- 
nutzten, nur Alanin, aber weder Cystein noch Cystin zugesetzt wurde, 
so ergab sich eine recht maBige Desaminierung (Tab. 2, Versuch 1—4): 
bei einem Alaningehalt von nur 10%, der sonst den Ansitzen zugegebenen 
molaren Cysteinmengen wurden nur rd. 46,7 y = 68,9°% desaminiert; 
der absolute Wert an NH, blieb bei 40% und 80% Alanin etwa gleich, 
d.h. die prozentuale Desaminierung fiel mit steigenden Alaninmengen 
erheblich ab. 


Dieser Befund lieB sich papierchromatographisch voll bestitigen: 
Die Alaninflecken waren in mit steigendem Zusatz zunehmender Farb- 
intensitaét nachweisbar, allerdings waren die bei Bebriitung von Coli- 
Suspensionen ohne besondere Zusitze in Erscheinung tretenden Flecke 
(,,Unter‘-, ,,Oberalanin“, Abb. 3) in demselben Ma8e intensiver aus- 
gepraigt, vor allem das ,,Unteralanin“, ein Ausdruck dafiir, da die 
Alaninzugabe bei begrenzter Desaminierbarkeit durch £. coli doch die 
Bildung anderer Aminoverbindungen auslést. 


Der Vergleich des Ry-Wertes von ,,Unteralanin‘‘ mit dem von 
Serin sowie Mischchromatogramme der Versuchslésung sowohl mit 
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Serin, wie auch Glykokoll und Glutaminsiure machen das Vorliegen 
von Serin im ,,Unteralanin‘* sehr wahischeinlich. Demgegeniiber ver- 
mogen £. coli Cystein und Cystin in den molaren Konzentrationen, wie 
sie den Alaninzugaben entsprechen, glatt in hohem Prozentsatz zu 


, Ober — 
al/anin 


| <—Alanin 


, Unter- 
alanin" 








Abb. 3. Papierchromatogramme der Versuche 1, 2, 3, 4 der Tab. 2. 


desaminieren und zu desulfurieren (Tab. 2, Versuch 5, 6); auch zu- 
gesetztes Alanin (Tab. 2, Vers. 7—12) vermag hier nicht deutlich zu 
hemmen. Eine Zunahme des ,,Unteralanin‘‘ und ein Auftreten von 
Alanin, allerdings nur in einer Menge von etwa 0,5°%, des eingesetzten 
Cystins laBt sich nachweisen (Abb. 4), wie entsprechende Auswertung 
des Papierchromatogramms von Versuch 6 im Vergleich mit Papier- 
chromatogrammen von Lésungen bekannten Alaningehaltes ergab. 


<— Alanin 


8 
»Unteralanin™ _. 


(Serin) 








a Oo c 
Abb. 4. Papierchromatogramme von Versuch 6, Tab. 2 (a), Versuch 2, Tab. 2 (b), 
Versuch 2 + 6 (Mischchromatogramme) (c). 


Bemerkenswert ist, daf Zugabe von Brenztraubensiure zu Coli- 
suspensionen + Cystein oder Cystin die NH,-Freisetzung herabdriickte 
ohne Verminderung der Desulfurierung, daB dabei jedoch papier- 
chromatographisch Alanin nicht in Erscheinung trat. 

Frl. Erika Bartsch danken wir fiir ihre zuverlissige und verstandnisvolle 
Mitarbeit. 

Diskussion 
Unsere Befunde mit FH. coli stehen, was die H,S-Abspaltuny aus 


den gleichen oder ahnlichen Substraten betrifft, wie sie Tarr* und 
Ohigashi und Mitarb.? mit Prot. vulg. untersuchten, in Uberein- 








152 H. Hanson und E. Mantel, Bd. 295 (1953) 


stimmung mit den Ergebnissen der genannten Autoren, d. h. der S in 
«-Stellung erwies sich als weitgehend resistent gegen enzymatische An- 
griffe, und bei £-Thioverbindungen trat eine H,S-Bildung nur dann 
stark in Erscheinung, wenn in «-Stellung eine Aminogruppe in nicht 
substituierter Form vorlag. Dabei ist, wie unser Beispiel der Benzyi- 
mercaptanbildung aus S-Benzyl-cystein und entsprechende Beob- 
achtungen der Literatur tiber Bildung von Methylmercaptan aus 
Methionin*! zeigen, die Losung der —C—S-Bindung enzymatisch auch 
dann moéglich, wenn der Sulfhydryl-Wasserstoff substituiert ist, wenn- 
gleich die Angreifbarkeit des S-Benzyl-Substrates auf Grund des nur 
gering gebildeten Benzylmercaptans mifig ist und, wie die Versuche 
mit S-Benzyl-f-phenyl-cystein und dem analogen /-Dimethylcystein- 
Praparat zeigen, leicht durch Substitution am (-C-Atom unterbunden 
werden kann. Die Tatsache, daB ZL. coli auch aus Mercaptobrenztrauben- 
siure deutlich, wenn auch immer nur zu héchstens 1/5, den S als H,S 
abzuspalten vermag, zwingt zur Beriicksichtigung dieses Befundes bei 
der Deutung des Wirkungsmechanismus der Desulfurierung. Wenn 
dazu auBerdem der zeitliche Verlauf der H,S-Abspaltung aus Mercapto- 
brenztraubensaiure und aus Cystein/Cystin herangezogen wird (Abb. 1), 
so sehen wir bei der Mercaptobrenztraubensiure das rasche Einsetzen 
der H,S-Abspaltung mit dem dann bald eintretenden Stillstand der 
Reaktion, wahrend bei Cystein/Cystin die H,S-Abspaltung erst deutlich 
nach einer gewissen Induktionsperiode mit S-férmigem Kurvenverlauf 
eintritt, dann allerdings 2—3-mal so hohe Werte erreicht wie bei Mer- 
captobrenztraubensaiure. Diesen Befund mit der einleitend dargelegten 
Hypothese von Ohigashi und Mitarbb.? in Einklang zu bringen, macht 
Schwierigkeiten. Denn wenn nach diesen Autoren die Aminogruppe 
fiir die H,S-Abspaltung nicht notwendig wire, dann ist nicht einzusehen, 
weshalb ein so deutlicher Unterschied im zeitlichen Verlauf der H,S- 
Abspaltung bei Mercaptobrenztraubensiure und Cystein/Cystin auf- 
tritt. Die Richtigkeit der Annahme von Ohigashi wird ferner auch bei 
Betrachtung des zeitlichen Verlaufes der NH,- und H,S-Abspaltung 
aus Cystein/Cystin in Zweifel gesetzt (Abb. 1). Denn ist nach Ohigashi 
die H,S-Abspaltung die primaire Reaktion, an die sich bei geringeren 
Cysteinkonzentrationen die Zerlegung der nach Desulfurierung inter- 
mediar entstandenen Aminoacrylsiiure zu NH, und Brenztrauben- 
sdure anschlieBt, hatte man eher die héheren und rascher ansteigenden 
H,S-Werte erwartet und nicht wie in unseren Versuchen stets héhere 
und rascher ansteigende NH,-Werte. Diese Unterschiede im Verhalten 
der H,S-Abspaltungskurve bei Mercaptobrenztraubensiure und _ bei 
Cystein sind sicherlich nicht darauf zuriickzufiihren, da wir lebende 
Coli und kein Fermentpraparat benutzten und somit in unserenVersuchen 
Permeabilitits- und Diffusionsvorginge eine maBgebliche Rolle spielen 


31 K. Ohigashi, A. Tsunetoshi u. K. Ichihara, Med. J. of Osaka Univers. 
2, 111 [1951]. 
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kénnen. Es besteht kein Grund fiir die Annahme derartiger Permea- 
bilitétsunterschiede zwischen Mercaptobrenztraubensaure und Cystein, 
um das stark voneinander abweichende Verhalten der beiden Sub- 
stanzen zu erkliren. Derverschiedene EinfluB der gleichen Coli- Suspension 
auf Mercaptobrenztraubenséiure und Cystein schlieBt unserer Meinung 
nach auch die Erkliérung durch eine wahrend des Versuches stiirkere 
Zunahme von £. coli mit hdherem Cysteinasegehalt oder durch wihrend 
des Versuches stattfindende vermehrte adaptive Cysteinasebildung aus. 

Im Prinzip die gleichen Argumente sind bei Betrachtung unserer 
Befunde auch gegen den von Metzler und Snell’,*® angenommenen, 
in der Einleitung bereits erérterten Reaktionsablauf der Desulfurierung 
unter Mitwirkung nur eines Fermentes vorzubringen. Denn auch hier 
diirfte die H,S-Bildung nicht hinter der NH,-Bildung herhinken, 
auBerdem ist, wenn Cystein lediglich mit seiner Aminogruppe und dem 
Pyridoxalphosphat unter Bildung einer Schiffschen Base reagiert, ohne 
Mitwirkung weiterer enzymchemischer Bindungen kaum verstandlich, 
daB aus Mercaptobrenztraubensiure H,S rascher freigesetzt wird als 
aus Cystein. Denn bei Annahme der analogen Reaktion zwischen 
Ketosiure und Pyridoxamin zur Erméglichung der H,S-Abspaltung 
miiBte die gleiche Schiffsche Base wie aus Pyridoxal und Cystein ent- 
stehen, d.h. eine in jeder Hinsicht identische H,S-Abspaltung. Auf 
Grund des charakteristischen Kurvenverlaufes der H,S-Abspaltung 
aus Mercaptobrenztraubensiure neigen wir der Annahme zu, daB bei 
der Desulfurierung dieser Substanz ein Ferment beteiligt ist. Der 
zeitliche Ablauf der H,S-, allerdings auch der NH,-Abspaltung bei 
Cystein/Cystin mit der immer deutlich ausgepragten Induktionsperiode, 
ja zuweilen mit ausgesprochener Stufenbildung in der Kurve spricht 
fiir das Ineinandergreifen mehrerer Fermentsysteme, wobei nicht die 
Desulfurierung, sondern eher die Desaminierung am Anfang des Re- 
aktionsablaufes steht. In der Mercaptobrenztraubensaure steht den die 
eigentliche Desulfurierung katalysierenden Enzymen offenbar ein fiir 
das schnelle Ingangkommen der H,S-Abspaltung adiiquates Substrat 
zur Verfiigung, aus dem das Enzym aus bisher noch verborgenem 
Grund jedoch nur bis zu 1/,; des enthaltenen S als H,S abzuspalten 
vermag. Die Annahme der Mitwirkung von mehr als einem Ferment 
bei der Desulfurierung von Cystein steht iibrigens im Einklang mit der 
eingangs zitierten Beobachtung von Delwiche®, wonach Adenosin- 
5-phosphat -+- Biotin auf die Aktivitaét eines Desulfhydrasepraparates 
aus #.coli den gleichen steigernden Effekt besitze wie Pyridoxal- 
phosphat. 

In friiher! bereits beschriebenen, in ihrem Ergebnis jetzt wieder 
bestiatigt gefundenen Versuchen war festgestellt worden, daB auBerdem, 
wenn die H,S-Abspaltung aus Cystein/Cystin deutlich unter 100% des 
eingesetzten Cystein-Cystin-S lag, nie die an 100% fehlenden Mengen 
an S-haltigen Aminosiuren wiedergefunden wurden. Es wurde daran 
gedacht, daB die bei Cysteinabbau gebildete Brenztraubensiure mit 
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noch nicht umgesetztem Cystein zu dem von Schubert?’ beschriebenen 
Thiazolidinderivat kondensiert werden kénnte. Die Befunde mit den 
von uns dargestellten Thiazolidinen schlieBen diese Méglichkeit nicht 
aus. Denn diese Verbindung wurde zu etwa 50°, sowohl desulfuriert 
wie desaminiert. Vielleicht spielen nach der Beobachtung von Heyl, 
Harris und Folkers® und von Metzler und Snell’? iiber die Reaktion 
zwischen Pyridoxal und Cystein Thiazolidinstrukturen als intermediire 
Enzymsubstratverbindungen zwischen Pyridoxal und Cystein eine Rolle 
bei der gekoppelten Desulfurierung und Desaminierung von Cystein. 

Die fehlende Desulfurierung des Cystamins deutet darauf hin, dai 
fiir die Desulfurierung neben «-NH,- oder Keto- auch die COOH-Gruppe 
erforderlich ist. 

Unter den von uns gewahlten Bedingungen kommen bei der De- 
sulfurierung des Cystein/Cystin als in gréBerem Umfang anfallende 
Zwischenprodukte Alanin und Serin nicht in Frage. Thre auch von uns 
beobachtete Bildung diirfte auf in den von uns benutzten, lebenden 
E.coli ablaufende Umaminierungsreaktionen zuriickzufiihren sein. 

Wie friher!” bereits festgestellt, setzte beim Cystein die H,S- 
Abspaltung rascher ein als bei Cystin, hinsichtlich der maximalen 
H,S-Bildung waren sicher auswertbare Unterschiede nicht feststellbar. 
Immerhin lieBen wir es damals offen, ob Coli-Bakterien Cystein unter 
Bedingungen desulfurieren kénnen, bei denen aus Cystin kein H,S 
gebildet wird. Desnuelle* hielt fiir die H,S-Abspaltung aus Cystin 
die gleichzeitige Anwesenheit geniigend groBber H-Donator-Mengen im 
Nahrmedium oder in den Zellen zur Reduktion zu Cystein fiir erforder- 
lich. Obgleich wir unsere benutzten Coli-Bakterien nach Abzentri- 
fugieren aus der Nahrbouillon mehrmals nur mit Salzl6sung wuschen, 
fanden wir ohne Zugabe besonderer H-Donatoren doch meist etwa 
gleichgroBe H,S-Abspaltung aus Cystin und Cystein, aus Cystin aller- 
dings spater einsetzend. Dafiir kénnen mehrere Momente maBgebend 
sein: geringere Diffusionsgeschwindigkeit, reduktive oder auch die von 
uns? diskutierte hydrolytische Spaltung des Cystins. In neuerer Zeit 
haben Kallio und Porter* die Frage gepriift und finden fiir Prot. vulg., 
daB cystein-adaptierte Zellen aus Cystein rascher H,S abspalten als 
aus Cystin; dabei ist die maximale H,S-Abspaltung aus Cystin dann 
sogar gr6Ber. Cystin-adaptierte Zellen spalten aus Cystin etwas rascher 
und maximal etwas mehr H,S ab als aus Cystein. Ob es sich hierbei, 
speziell beim letzten Befund, um signifikante Unterschiede handelt, ist 
aus der Arbeit von Kallio und Porter nicht zu entnehmen. Immerhin 
beibt nach wie vor die Méglichkeit bestehen, da® Cystin nicht nur 
reduktiv iiber Cystein abgebaut wird. 

2 D. Heyl, S. A. Harris u. K. Folkers, J. Amer. chem. Soc. 70, 3429 
1948]. 

| 3 P. Desnuelle, Enzymologia [Den Haag] 6, 242 [1939]; zit. nach Physiol. 
Ber. 118, 124 [1940]. 

34 R. F. Kallio u. J. F. Porter, J. Bacteriol. 60, 607 [1950]. 
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Zusammenfassung 


Substrate von der Struktur der «- oder /-Thiofettsiuren wurden 
auf ihre Desulfurierbarkeit durch E.coli geprift. Aus Sauren der 
«x-Thio-Struktur war praktisch kein H,S abspaltbar. Von Substanzen 
mit /-Stellung des Schwefels waren, wie schon langer bekannt, Cystein 
und Cystin durch £. coli gut desulfurierbar, wobei die H,S-Abspaltung 
immer mit NH,-Freisetzung einherging. Substitution des Sulfhydryl-H 
durch den Benzylrest fiihrten zu deutlicher, wenn auch geringer Benzyl- 
mercaptanbildung. Substitution eines H an der Aminogruppe hob die 
Desulfurierbarkeit auf, ebenso Wegfall der COOH-Gruppe. Aus 
Cystamin wurde kein H,S abgespalten. Bei Ersatz der Aminogruppe 
durch Carbonyl-Sauerstoff (Mercapto-brenztraubensaiure) trat eine 
sofort beginnende, bis 30°, des eingesetzten S betragende H,S-Frei- 
setzung auf, die in ihrem zeitlichen Verlauf und in ihrer Hobe deutliche 
Unterschiede gegeniiber der mit der Induktionsperiode verlaufenden und 
bis 100°, betragenden H,S-Abspaltung aus Cystein und Cystin aufwies. 
Die sich daraus ergebenden SchluBfolgerungen fiir den enzymatischen 
Wirkungsmechanismus der H,S-Abspaltung wurden unter Heran- 
ziehung des Befundes, daB auch Kondensationsverbindungen zwischen 
Aldehyden bzw. Ketonen und Cystein (Thiazolidine) bis zu etwa 50% 
desulfuriert und desaminiert werden, diskutiert. 


Einige biochemische Untersuchungen iiber Hinokitiol 
(m-Isopropyl-tropolon) 
Von 
Shigehiro Katsura und Ichiro Terada 
Aus der Medizinischen Klinik an der Universitit Niigata, Direktor: Prof. Shigehiro Katsura 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. August 1953) 
Herrn Professor K. Thomas zum 70. Geburtstag 


Nozoe! hat im Jahre 1936 berichtet, daB er im atherischen Ol 
des Taiwanhinoki (Chamaecyparis taiwanensis Masamune et S. Suzuki) 
eine charakteristische enolische Substanz gefunden und ihr den Namen 
Hinokitiol gegeben hatte. Anfangs nahm er an, da diese Substanz 
die Formel C,,H,,0, hatte und ihre Struktur Isopropyl-cyclohepta- 
dienolon war. Nach den weiteren Untersuchungen von ihm und seinen 
Mitarbeitern? hat Hinokitiol die Formel C,)H,,0, und die Struktur (I), 


1 T. Nozoe, Bull. chem. Soc. Japan 11, 295 [1936]. 

2 T. Nozoeu. 8. Katsura, J. pharmac. Soc. Japan 64, 181[1944);T. Nozoe, 
Sci. Drugs (Sammelreferat in japanisch) 8, 174 [1949]; englische Ubersetzung: 
Sci. Rep. Téhoku Univ. 34, 199 [1950]; S. Katsusa, Saishin Igaku 2, 594 [1947]. 
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Shigehiro Katsura und Ichiro Terada, 
d. h. 4-Isopropyl-cycloheptatrien-(2.4.6)-01-(2)-on-(1), oder m-Isopropyl- 
tropolon. Die reine Substanz bildet fast farblose Kristalle vom Schmp. 
52° C. Sie gibt ganz leicht Komplexsalze mit 2- oder 3-wertigen Metal- 
len, z. B. mit Ferrichlorid ein dunkelrétliches, welches von Nozoe Hino. 
kitin genannt wurde. 


/~ ~:0 Jf :0 , J £30 
\_7' OH \_7 0H \ y- OH Qs OH 
"i 
< > 
‘wD (II) (ID) (lv) 
8-'Chujaplicin o-Thujaplicin y-Thrujaplicin Tropolon 
(Hinokitiol) 


Struktur von f-, «- und y-Thujaplicin und Tropolon 


Unabhangig von Nozoe haben 1948 Erdtman, Anderson und 
Gripen berg? berichtet, daB sie aus dem Holz von Thuja plicata Don 
a-Thujaplicin (II), 6-Thujaplicin (I) und y-Thujaplicin (IIL) dargestellt 
hatten. Die Mischprobe von Hinokitiol und 6-Thujaplicin hat ergeben, 
daB die beiden identisch sind. 

Dewar? hat 1945 angenommen, dai Stipitatinsiure und Colchicin 
als ihre Struktureinheit Cycloheptatrienolon enthalten, und er hat 
dieser Muttersubstanz den Namen Tropolon gegeben. Die Synthese 
des Tropolonts (C,H,O,, IV) ist von Ende 1949 zu Anfang 1950 fast 
gleichzeitig Nozoe u.a., Doering u.a., Cook u.a. und Haworth 
u.a.° gelungen. Auch «-, §- und y-Thujaplicin sind von Nozoe u.a. 
und Cook u.a.® synthetisch dargestellt worden. 

Der Verfasser und seine Mitarbeiter beschiftigen sich seit langem 
mit dem Studium der medizinischen Anwendung des Hinokitiols. 
Der erste Bericht wurde am 3. April 1940’ auf der Tagung der japani- 
schen Tuberkulose-Gesellschaft erstattet. Ein Teil der neueren Er- 
gebnisse der antibakteriellen Untersuchungen sind vor kurzem® ver- 


3 H.Erdtman u. J.Gripenberg, Nature [London] 161, 719 [1948]; 
H. Erdtman, A.B. Anderson u. J. Gripenberg, Acta chem. scand. 2, 625, 
639, 644 [1948]. 

4M. J.8. Dewar, Nature [London] 155, 141 [1945]; Chem. Abstr. 39, 2067 
[1945]. 

5 T.Nozoe, S8.Seto, Y.Kitahara, M.Kunori u. Y. Nakayama, 
Proc. Japan Acad. 26 (Nr. 7), 38 [1950]; W. E. Doering u. L. H. Knox, J. Amer. 
chem. Soc. 72, 2305 [1950]; J. W. Cook u. A. R. Gibb, Chem. and Ind. 1950, 
427; R. D. Haworth u. J. D. Hobson, Chem. and Ind. 1950, 441. 

6 T.Nozoe, Y.Kitahara u. S.Ito, Proc. Japan Acad. 26 (Nr. 7), 47 
[1950]; T. Nozoe, A. Yasue u. K. Yamane, Proc. Japan Acad. 27 (Nr. 1), 
15 [1951]; T.Nozoe, S.Seto, K. Kikuchi, T.Mukai, S.Matsumoto u. 
M. Murase, Proc. Japan Acad. 26 (Nr. 7), 43 [1950]; T. Nozoe, S. Seto, K. 
Kikuchi u. H. Takeda, Proc. Japan Acad. 27 (Nr. 3), 146 [1951]; J. W. Cook, 
A.R. Gibb, R.A. Rhaphael u. A.R. Somerville, J. chem. Soc. [London] 
508, 695 [1951]. 

7 §. Katsura u.a., Kekkaku 18, 1238 [1940]. 

8 §. Katsura, M. Yanagisawa, J. Kushi u. 8S. Watanabe, Klin, Wschr. 
31, 405 [1953]. 
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éffentlicht worden. Wir méchten hier iiber die Resultate einiger bio- 
chemischer Untersuchungen kurz berichten. 

Ausgangspunkt einer Reihe der hier mitgeteilten Untersuchungen 
war die folgende Beobachtung: Wenn man Hinokitiol Menschen oral 
gibt oder parenteral z. B. zum Zweck der therapeutischen Anwendung 
intrapleural oder supralaryngeal einfiihrt, so zeigt der Urin beim Zusatz 
von Ferrichlorid eine rote Farbe. Nach weiteren Untersuchungen von 
Sasaki, Huang und Lin? ergab sich, daB die friiheste makroskopisch 
sichtbare Farbreaktion etwa 1 Stde. nach Einfiihrung des Hinokitiols 
in den KGrper auftritt. Die Farbreaktion dauert je nach der Art der 
Kinfiihrung und der eingefiihrten Menge verschieden lange, z. B. bei 
oraler oder intratrachealer Einfiihrung von 0,004—0,008 g/kg etwa 
5—6 Stdn., bei intrapleuraler Spritzung von 0,032—0,037 g/kg meist 
iiber 100 Stunden. Die kleinste Menge, die bei Menschen zum Hervor- 
rufen der Farbreaktion des Urins nétig ist, ist 0,003—0,006 g/kg fiir 
orale und etwa 0,005 g/kg fiir supralaryngeale Einfiihrung. Bei Kaninchen 
mu man eine viel gréBere Menge, etwa 0,05 g/kg intratracheal ein- 
fiihren, um die Farbreaktion des Urins hervorzurufen. 

Sakiyama?® hat unter Leitung von Prof. Dr. Hirohata eine 
Bestimmungsmethode fiir Hinokitiol ausgearbeitet, wobei die Farb- 
reaktion des Hinokitiols durch Zusatz von Ferrichlorid benutzt wurde. 
Er hat auch gezeigt, da8 Hinokitiol im Urin des Menschen in freier und 
in an Schwefelsiure gebundener Form gefunden wird. Kaninchen 
scheiden dagegen nur freie Form aus. Einem von uns" ist es neuer- 
dings gelungen, die Farbe, die durch Zusatz von griinem (nicht braunem) 
Ferriammoniumcitrat (Ferri et ammonii citrates virdides Merck) zu 
Hinokitiol entsteht, stufenphotometrisch zu bestimmen und diese 
Methode auf den Urin anzuwenden. Dabei hat Ferriammoniumcitrat 
den Vorteil, daB iiberschiissiger Zusatz zu Hinokitiol keine Umwand- 
lung der roten Farbe ins Griine verursacht, daB also die rote Farbe sehr 
stabil ist. Dieser Farbumschlag ist beim Gebrauch von Ferrichlorid 
fast unvermeidbar. Durch Zusatz von griinem Ferriammoniumcitrat 
zum Urin wird iiberdies kein Niederschlag hervorgebracht, was beim 
Zusatz von Ferrichlorid fast immer der Fall ist. AuBerdem reagiert 
Ferriammoniumcitrat praktisch spezifisch auf Hinokitiol, wahrend 
Ferrichlorid mit verschiedenen Bestandteilen des Urins reagiert. Das 
Lambert-Beersche Gesetz gilt fiir die Lésung von Hinokitiol (in 50-proz. 
Alkohol) im Bereich der Konzentration von ]—200 y/ccm, wobei das 
Filter Sy, fiir niedrige Konzentration, und das Filter 8; fiir die Konzen- 
tration iiber 60 y/ccm geeignet ist. Die Konzentration von iiber 10 y/ccm 
Hinokitiol im Urin kann man mit groBer Genauigkeit bestimmen. 

Neuerdings wenden wir statt des Stufenphotometers den Leitz- 
Rouy-Photometer an. 

9 K. Sasaki, J. Huang u. M. Lin, Proc. Japan Med. Assoc. 40, 412 [1951]. 


10 T, Sakiyama, J. Med. Assoc. Formosa 42, 1230 [1943]. 
11 J. Terada, Niigata Med. J. 66, 546 [1952]. 














Shigehiro Katsura und Ichiro Terada, Bd. 295 (1953) 





158 


Mit der stufenphotometrischen Methode haben wir nun gefunden, 
da8 Hinokitiol nach oraler Darreichung in drei Formen im Urin aus- 
geschieden wird. Die erste Fraktion (A) gibt beim Zusatz von griinem 
Ferriammoniumcitrat die Farbreaktion, geht in Butanol tiber und hat 
antibakterielle Wirkung (freie Form von Hinokitiol). Die zweite 
Fraktion (B) gibt auch die Farbreaktion, geht nicht in Butanol tiber 
und wirkt nicht antibakteriell (Farbreaktion gebende gebundene Form 
von Hinokitiol). Die dritte Fraktion [C-(A+B)] gibt keine Farb- 
reaktion mit Ferriammoniumcitrat, geht in Butanol nicht iiber und 
hat keine antibakterielle Wirkung (Farbreaktion nicht gebende, ge- 
bundene Form von Hinokitiol). Durch Hydrolyse mit n/10-HCl ge- 
winnen aber die zweite (B) und dritte [C-(A+B)] Fraktion, d.h. die 
beiden gebundenen Formen, die Eigenschaften der freien Form. Tab. 1 
zeigt ein Beispiel der Bestimmung des Hinokitiols im Urin nach Ein- 
nahme von 0,2 g Hinokitiol (Tab. 1). 


Tab. 1. M.M., Lungengangtfan. 
Bestimmung des Hinokitiols im Urin nach peroraler Einfiithrung von 0,2 g 











Hinokitiol. 
] y/eem nach: 

Fraktion 

5 1 Stde. | 2Stdn. | 3Stdn. | 4Stdn. | 5 Stdn. 

A 2 0 3,8 8,6 3,8 0 

B 64,5 52,7 70,4 13,7 0 
C-(A+B) 45,5 903,5 911,0 187,5 60,0 

C 110,0 960,0 990,0 205,0 60,0 





Die nachste Frage ist, wie sich die drei Fraktionen bei parenteraler 
Einfiihrung des Hinokitiols verhalten. Nach Einfiihrung in die Trachea 
Tab. 2. M. K., Lungengangran. 


Bestimmung des Hinokitiols im Urin nach intratrachealer Einfiihrung von 5ccm 
5-proz. Hinokitiollésung in Sesamdl. 














; y/ecm nach: 
Fraktion 
1 Stde. | 2 Stdn. | 3 Stdn. 
A 5,0 98 | 6,0 
B 42,0 54,7 20,0 
C-(A+B) 83,0 75,5 21,5 
c | 1300 | 1400 | 47,5 


Tab. 3. T.S., Lungentuberkulose 
Bestimmung des Hinokitiols im Urin nach intrakavernéser Einfiihrung von 5 ccm 
10-proz. Hinokitiollésung in Sesamél 














, y/ecem nach: 
Fraktion 
1 Stde. | 2 Stdn. 3 Stdn. 
A 0 1,4 1,4 
B 0 11,6 14,6 
C-(A+ B) 0 8,5 8,5 
C 0 21,5 24,5 
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Tab. 4. S.I., Lungentuberkulose. 
Bestimmung des Hinokitiols im Urin nach intrapleuraler Kinfiihrung von 15 ccm 
5-proz. Hinokitioll6sung in Sesamdl. 





y/eem nach: 








Fraktion 2 Std 3 Stdn. | 4Stdn. | 5 Stdn. 
MN. | 25 Min. | 40 Min. | 40 Min. 
A 23,0 36,0 21,0 16,0 
B 36,0 40,0 34,0 38,0 
C-(A+B) 266,0 211,5 170,0 151,0 
c 325,0 287,5 225,0 205,0 














bei einem Patienten mit Lungengangrin, in die Kaverne bei einem 
Lungentuberkulésen und in die Pleuralhéhle bei einer Patientin mit 
exsudativer Pleuritis werden ebenfalls die drei Fraktionen nachgewiesen 
(s. Tab. 2—4). 

Wir haben anfangs vermutet, daB die Leber bei der Umwandlung 
des Hinokitiols von der freien in die gebundene Form eine grobe Rolle 
spielt. Nach den obigen Ergebnissen miBte man aber annehmen, 
da diese Umwandlung auch ohne wesentliche Teilnahme der Leber 
vor sich gehen kann. Wo und auf welche Art sie stattfindet und wie 
die Verteilung der einzelnen Fraktionen bei verschiedener Art der 
Verabreichung verliuft, muB jedoch weiteren Versuchen vorbehalten 
werden. 


Zusammenfassung 


Nach oraler sowie parenteraler Einfiihrung von Hinokitiol (m-Iso- 
propyl-tropolon) in den menschlichen K6rper wird es in drei Formen, 
nimlich in einer freien Form und in zwei gebundenen Formen in den 
Urin ausgeschieden. Die Leber scheint dabei nicht das wesentlichste 
Organ fiir die Bildung der gebundenen Formen zu sein. 
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Uber die Entstehung der 5-Oxy-anthranilsdure aus Anthranilsaure 
im tierischen Organismus 


Von 
Y. Kotake und Y. Shirai 
Aus dem Biochemischen Institut der Medizinischen Akademie zu Wakayama (Japan) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. August 1953) 


Herrn Professor K. Thomas zum 70. Geburtstag 


DaB Anthranilsiure!, die zuerst von Sasaki? bei B. Subtilis als 
Spaltungsprodukt des Tryptophans erkannt wurde, auch ein tierisches 
Stoffwechselprodukt dieser Aminosiure ist, wurde von einem von uns 
(K.)® mit seinen Schiilern wiederholt nachgewiesen. Insbesondere 
wurde dies durch die Entdeckung eines besonderen Enzyms, der 
Kynureninase, die Kynurenin in Anthranilsiure und Alanin spaltet 
und in der Leber vorkommt, sichergestellt**. 


Mitsuba und Ichihara‘ in Osaka fanden, daB8 Anthranilsiure 
im Organismus des Kaninchens mit Glucuronsiure gepaart und in einer 
ungemein labilen Form® im Harn ausgeschieden wird. 


Spiter hat sich Kotake® von neuem mit demselben Thema 
beschaftigt und gefunden, da8 in den Tierkérper eingefiihrte Anthranil- 
siure zum geringen Teil oxydiert und als 5-Oxy-anthranilsiure im Harn 
ausgeschieden wird. Die von Kotake benutzte Isolierungsmethode 
dieser Oxysaéure war aber sehr unvollkommen, so daB sie trotz wieder- 
holter Versuche nur einmal in geringer Menge in Substanz isoliert 
werden konnte. Inzwischen wurden sehr bemerkenswerte Arbeiten’ 
publiziert, nach denen Kynurenin bei Neurospora und auch bei Ratten 


1 Im normalen menschlichen Harn ist auch Anthranilsiure vorhanden, und 
zwar groBtenteils in gebundener Form. 

2 T. Sasaki, J. Biochemistry [Tokyo] 2, 251 [1923]. 

2a OQ. Wiss, Helv. chim. Acta 32, 1694 [1949]; O. Wiss u. H. Hatz, Helv. 
chim, Acta 82, 532 [1949]; A. Braunstein, F. Goryaschenkova u. T.S. 
Paskhina, Biochimia [Moskau ! 14, 163 [1949]; O. Wiss u. H. Thoelen, Helv. 
physiol. Acta 8, C 42 [1950]; O. Wiss, Z. Naturforschg. 7b, 133 [1952]; diese Z. 

93,"106 [1953}. 

3 Y. Kotake u. 8S. Otani, diese Z. 214, 1 [1933]. 

4K. Mitsuba u. K. Ichihara, Osaka Med. Mitt. 25, 1831 [1926]. 

5 DaB es sich bei dieser gepaarten Glucuronsiure um die Ester-Form handelt, 
wurde von Sasaoka in Wakayama papierchromatographisch festgestellt. 

6 Y. Nakayama, Osaka Med. Mitt. 88, 1903 [1939]; Y.Kotake u. Y. 
Kotake (jun.), ibid. 41, 1028 [1942]; Y. Kotake, ibid. 42, 1900 [1943]; Nagai, 
Tokutsu u. Tsujimoto, Wakayama Med. Rep. 1, 43 [1953]. 

7 W.A. Krehl et al., Science [New York] 10, 489 [1945]; F. Rosen, J. W. 
Huff u. W.A. Perlzweig, J. biol. Chemistry 168, 343 [1946]; G.W. Beadle, 
H. K. Mitchellu. J. F. Nyc, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 38, 155 [1947]; H. K. 
Mitchell, J.F. Nye u. R.D. Owen, J. biol. Chemistry 175, 433 [1948]; C. 
Heidelberger et al., ibid. 175, 471 [1948]. 
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Kotake und Shirai, Assistentprofessor der hiesigen Akademie, 
haben ein Verfahren ausgearbeitet, das die Isolierung der 5-Oxy- 
anthranilsiure aus Harn auch in kleinen Mengen gestattet. Dies gelang 
Shirai am Harn von Kaninchen, denen Anthranilsiure zugefiihrt 
worden war. Dieses Verfahren, das unsere friihere Auffassung bestiatigt, 
und die damit erhaltenen Ergebnisse seien hier kurz mitgeteilt. 


Versuchsanordnung und Harnbehandlung 


Wie Kotake friiher beschrieben hat, fairbt sich der Harn von 
Kaninchen, denen Anthranilsiure verabreicht worden ist, bei Zusatz 
von Ammoniak an der Beriihrungsfliche mit Luft violett. Bisweilen 
fallt diese Reaktion negativ aus. Sie tritt aber stets ein, wenn der 
Harn durch Ammoniak geniigend stark alkalisch gemacht und bei 
30—60° C gehalten wird. Normaler Kaninchenharn gibt diese Reaktion 
nicht. 

Nach unseren Erfahrungen ist diese Ammoniakreaktion nur bei 
5-Oxy-anthranilsiure und p-Aminophenol positiv. 5-Oxy-anthranil- 
siure zeigt auBerdem eine intensive Fluoreszenz bei schwach alkalischer 
Reaktion, gibt die Millonsche Reaktion, die Eisenchloridprobe (violette 
Farbung) und reduziert alkalische Kupferoxydlésung schon in der 
Kalte. Da’aber die Ammoniakreaktion sich neben den genannten 
Reaktionen als charakteristisch erwies, haben wir die Bildung der 
5-Oxy-anthranilsiure hauptsichlich mittels dieser Reaktion verfolgt. 

Die Isolierung der Oxysiure leitete Kotake friiher mit einer 
vorsichtigen Kupferfallung ein. Nach Shirai zersetzt sie sich dabei 
jedoch zum gr6Bten Teil. Um dies zu vermeiden, haben wir diesmal 
den vorher mit Blei gefallten Harn ohne weiteres mit Ather extrahiert, 
wobei auch etwas Anthranilsiure, die im Harn durch Zersetzung der 
oben erwahnten gepaarten Glucuronsiure zu entstehen scheint, mit- 
ausgezogen wird. 

Als Versuchstiere dienten 1,5—2 kg schwere Kaninchen. Die Tiere bekamen 


moglichst brenzcatechinfreie Nahrung. GréSere Mengen Brenzcatechin verhindern 
die spatere Isolierung der 5-Oxy-anthranilsiure aus dem Harn. 

Die verwendete Anthranilsiure wurde stets subcutan injiziert, und zwar 
wie folgt: 

2,0 g Anthranilsure wurden in wenig Wasser suspendiert und mit Soda 
neutralisiert, wobei die Saiure in Lésung ging. Es wurden stets 4 Kaninchen auf 
einmal benutzt. 

Jeder Harn wurde unter Faulnisvermeidung mittels Toluols 24 Stdn. lang 
gesammelt und mit Bleiessig gefallt. Das Filtrat, vereinigt mit dem Waschwasser, 
enthielt stets 5-Oxy-anthranilsiure, die sich durch die Ammoniakreaktion Jeicht 
erkennen lieB. 

Die Fliissigkeit wurde durch Schwefelwasserstoff entbleit. Das Filtrat vom 
Schwefelblei wurde unter Einleiten von Wasserstoff eingeengt, von der evtl. aus- 
geschiedenen Anthranilsaure filtriert und im Extraktionsapparat von Kumagawa 
und Suto 40 Stdn. ausgeathert, wobei 5-Oxy-anthranilsiure langsam in Ather 
iiberging. Nur einmai wurde hierbei 5-Oxy-anthranilsiure an der Wand des Ather- 
kolbens kristallinisch ausgeschieden. 
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Der Ather im Kolben war am Ende der Extraktion in zwei Schichten ge- 
schieden, die Unterschicht war harzartig und gab keine Ammoniakreaktion, die 
Obersehicht zeigte dagegen eine intensive Reaktion. 

Aus der letzteren wurde der Ather abdestilliert. Um die zuriickgebliebene 
Essigsiure zu beseitigen, wurde zweimal mit Alkohol versetzt und unter ver- 
mindertem Druck und Durchleiten von Wasserstoff destilliert. Dabei schied sich 
eine kleine Menge in Wasser und Alkohol unldésliche Substanz aus, die durch 
Filtration entfernt wurde. 

Der Riickstand wurde mit Ather warm extrahiert, wobei die die Ammoniak- 
reaktion gebende Substanz in den Ather iiberging — der Riickstand enthielt etwas 
Harnstoff. Der Ather-Extrakt wurde bei Zimmertemperatur stehen gelassen. 
Dabei schied sich ein Gemisch von Anthranilséure und 5-Oxy-anthranilsaure aus. 
Durch Trocknen auf Ton und Umkristallisieren aus warmem Wasser wurden farb- 
lose Mischkristalle erhalten. 

Zur Trennung der Anthranilsiure von der 5-Oxy-anthranilsiure beniitzt man 
nach Shirai Eisessig, in welchem die letztere fast unldéslich ist. 

Die gereinigte, aus heiBem Wasser zweimal umkristallisierte 5-Oxy-anthranil- 
siure bildet kleine Prismen vom Schmp. 231°C. Ausbeute aus 16 Kaninchen 
(also aus 48-tagigem Harn): 48 mg. 


Identifizierung 


Unsere aus dem Harn gewonnene Substanz gibt mit Ammoniak eine charakte- 
ristische Violettfarbung, deren Farbton mit demjenigen synthetisch gewonnener 
5-Oxy-anthranilsiure véllig iibereinstimmt. Wie die synthetische Saure ist die 
Substanz fast unléslich in Wasser und Eisessig, sehr schwer in warmem Wasser 
und kaltem Alkohol, leicht léslich in verd. Salzsiure und Kalilauge. 

Der Schmelzpunkt der 5-Oxy-anthranilsiure variiert je nach der Erhitzungs- 
weise. Unsere Saure schmilzt wie die synthetische Saure bei 231° C bei langsamer 
Erhitzung. Eine Mischung beider Praparate zeigte denselben Schmelzpunkt. — 
p-Aminophenol, das die gleiche Ammoniakprobe wie 5-Oxy-anthranilsaure gibt, 
schmilzt bei 184—186° C. 


Die Substanz ergab folgende Analysenzahlen: 


4,204 mg Sbst. gaben 0,318 ccm N, (21,6°C, 765,2 mm Hg). 
C,H,O,N. Ber. N 8,69, gef. N 9,15. 


Zusammenfassung 


Dem Kaninchen zugefiihrte Anthranilsiure wird zum geringen 
Teil als 5-Oxy-anthranilsiure im Harn ausgeschieden*, welche nach 
Shirai leicht in reinem Zustand isoliert werden kann. 


* Anthranilsiure wird auch in der Leber in 5-Oxy-anthranilsaiure iiber- 
gefiihrt, was durch unsere Silbermethode (Uno) histologisch nachgewiesen werden 
kann. 
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Uber die Glykolipoide und Sphingomyeline des Stromas 
der Pferdeerythrocyten 


Von 
E. Klenk und K. Lauenstein 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat K6ln 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. August 1953) 


Herrn Professor K. Thomas zum 70. Geburtstag 


Wie vor kurzem? gezeigt werden konnte, ist die von Yamakawa 
und Suzuki? aus der Gangliosidfraktion (Haimatosid) des Stromas 
der Pferdeerythrocyten als Spaltprodukt isolierte Hamataminsiure 
mit der Methoxylverbindung der Neuraminsiéure identisch. Offen- 
sichtlich steht dieses Himatosid den Gangliosiden anderer Herkunft 
sehr nahe. Jedoch unterscheidet es sich von ihnen vor allem dadurch, 
daB unter den Zuckerkomponenten nur Neutralzucker (Galaktose und 
Glucose) und kein Aminozucker vorkommt. 

AuBer dem Gangliosid fand sich in etwa gleich groBen Mengen ein 
neuraminsaurefreies Glykolipoid, iiber welches die japanischen Forscher 
nicht berichtet haben. Es hatte etwa die Zusammensetzung eines 
Lignoceryl-(Nervonyl-)sphingosin-dihexosids und glich seiner Natur 
nach dem aus*dem Erythrocytenstroma von Mensch und Rind® ge- 
wonnenen Glykolipoiden. Es unterscheidet sich von ihnen aber eben- 
falls durch das Fehlen von Aminozucker unter den Zuckerkomponenten 
(Glucose und Galaktose). Ein Glykolipoid dieser Art ist seinerzeit 
auch aus Rindermilz gewonnen worden‘. 

Wir haben jetzt mit anderen Trennungsmethoden versucht, die 
Substanzen in reinerer Form darzustellen und erhielten ein analysen- 
reines Lignoceryl-(Nervony]-)sphingosin-dihexosid (VII). Die Substanz 
enthalt Galaktose und Glucose im Verhiltnis 1,6: 1. Aminozucker 
und Neuraminsaure fehlen. 

Die Gangliosidfraktion erwies sich als ein Gemisch von mindestens 
zwei verschiedenartigen Gangliosiden, und zwar ein Gemisch von dem 
oben erwaihnten aminozuckerfreien und einem aminozuckerhaltigen 
Gangliosid. 

Das von uns gewonnene aminozuckerfreie Gangliosidpraparat 
enthielt 24% Neuraminséiure und 26—27°%, Zucker. Die Zusammen- 
setzung entspricht etwa einem Lignoceryl-(Nervonyl-)gangliosid (IJ) 
mit zwei Hexoseresten. Diese Substanz scheint der Hauptbestandteil 
des von Yamakawa und Suzuki gewonnenen Himatosids gewesen zu 
sein. 

1 E. Klenk u. H. Wolter, diese Z. 291, 259 [1952]. 

2 : Yamakawa u. S. Suzuki, J. Biochemistry [Tokyo] 88, 199 [1951]. 


?. Klenk u. K. Lauenstein, diese Z. 288, 220 [1951]; 291, 249 [1952]. 
4K. Klenk u. F. Rennkamp, diese Z. 278, 253 [1942]. 
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Das in kleineren Mengen erhaltene aminozuckerhaltige Gangliosid- 
praparat hatte einen Neuraminsiuregehalt von 15—16°, und einen 
Zuckergehalt von 42—44°%, davon 10—11°% Chondrosamin. Es kénnte 
sich der Hauptsache nach um eine Substanz vom Typ der Gehirn- bzw. 
Milz-Ganglioside (I) gehandelt haben. Jedoch enthielt das Praparat 
im Verhialtnis zur Neuraminsiure zuviel Aminozucker. In diesem Fall 
miBte noch ein aminozucker-haltiges, jedoch neuraminsiure-freies 
Glykolipoid von der Art beigemengt sein, wie wir es aus dem Stroma 
der Rinder- und Menschenerythrocyten (IV) und (V) gewonnen haben. 
Ks ist aber auch in Erwagung zu ziehen, daB hier ein Gangliosid vom 
Typ (II) vorgelegen hat. Alle vorliegenden analytischen Daten stimmen 
etwa fiir ein Lignocerylgangliosid dieses Typs. Leider reichte die 
Substanzmenge nicht aus, um eine Entscheidung zwischen diesen beiden 
Méglichkeiten treffen zu kénnen. 

Die Glykolipoidfraktion des Stromas der Pferdeerythrocyten be- 
steht demnach aus einem ziemlich komplexen Gemisch von verschieden- 
artigen Glykolipoiden. Unter ihnen finden sich auch solche, die durch 
ihren Neuraminsauregehalt den aus Gehirn und Rindermilz gewonnenen 
Gangliosiden sehr nahe stehen. Im Erythrocytenstroma von Mensch 
und Rind kommen dagegen vorwiegend neuraminsiurefreie Glykolipoide 
vor. Im ersten Fall handelt es sich wahrscheinlich um ein Gemisch 
der Glykolipoide (V) und (VI), im anderen Fall um ein Gemisch der 
Glykolipoide (IV) und (V). 

Alle bisher aus dem Erythrocytenstroma verschiedener Herkunft 
gewonnenen Glykolipoide nehmen ihrer chemischen Natur nach eine 
Mittelstellung ein zwischen den Gehirn- bzw. Milz-Gangliosiden und 
den einfachen Cerebrosiden. Wie die Formelzusammenstellung zeigt, 
handelt es sich um eine fast liickenlose Reihe aller theoretisch méglichen 
Ubergangstufen. Es braucht nicht besonders betont zu werden, daB die 
etwas schematisierten Formelbilder nur vorliufigen Charakter haben. 
Sie miissen in Zukunft vielleicht noch mehr oder weniger modifiziert 
werden. Jedoch stehen sie in Ubereinstimmung mit allen bis jetzt 
vorliegenden analytischen Daten. 

Auffallenderweise haben sich nirgends Anhaltspunkte fiir das 
Vorkommen von einfachen Cerebrosiden ergeben, wohl aber konnten 
wiederholt kleinere Mengen Lignoceryl-sphingosin isoliert werden®. In 
allen hier untersuchten Glykolipoiden fanden sich als Zuckerkomponenten 
Galaktose und Glucose. Das regelmaBige Vorkommen von Glucose 
mag von einer gewissen Bedeutung sein fiir die Entstehung des kerasin- 
iihnlichen Glucocerebrosids bei der Gaucherkrankheit, die allgemein als 
eine Erkrankung des reticulocytiren Gewebes aufgefaBt wird. 

Die Ganglioside des Nervengewebes enthalten als hauptsichlichste 
Fettsiurekomponente Stearinsiure, die der Rindermilz Lignocerin- 
siure. Das letztere gilt auch fiir alle Glykolipoide des Erythrocyten- 
stromas. Nach Yamakawa und Suzuki enthalt das Sphingomyelin 
aus dem Stroma der Pferdeerythrocyten keine Lignocerinsiure. Es 
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soll darin als Fettsiurekomponente ausschlieBlich Palmitinsiure vor- 
kommen. Das von uns isolierte glykolipoid- und hydrolecithinfreie 
Sphingomyelin enthielt Lignocerinsiure in einer Menge von mindestens 
30% der Gesamtfettsiuren. 


Ganglioside des Gehirns und der Rindermilz (I) 


R:CO R-CO 
CysH,y"CHOH-CHNH-CH,O ( \CH, CHNH-CHOH-C,,H,, 
. . Steasoes ro a 
En a Her ose-Neuraminsaure 
Hexose——Hexosamin (acetyliert) 
Gangliosid des Pferdestromas (II) Gangliosid des Pferdestromas (III) 
R:CO R:CO 
(,,H,,CHOH-CHNH-CH,0 OCH,-CHNH-CHOH-C,,H., 


| | 


Hexose Hexose 
Neuraminsaure-Hexose Hexose-Neuraminsaure 


Hexose-Hexosamin (acetyliert) 


Glykolipoid des Rinderstromas (IV) Glykolipoid des Stromas 
von Rind und Mensch (V) 
R-CO R-CO 
| 
OCH,-CHNH-CHOH-C,;H., OCH,-CHNH-CHOH-C,;Ho, 
Hexose Hexose 
Hexose Hexose Hexose 
| | | 
Hexose Hexosamin (acetyliert) Hexose-Hexosamin (acetyliert) 
Glykolipoid des Menschenstromas (VI) Glykolipoid des Pferdestromas 
und der Rindermilz (VII) 
R-CO R-CO 
| | 
C,;H..;CHOH-CHNH-CH,O C,;Hy.°CHOH-CHNH-CH,O 
Hexose Hexose 
| 
Hexose Hexose 
Hexose 


Die Darstellung der Rohfraktionen 
Als Ausgangsmaterial verwendeten wir dasselbe Trockenstroma, dessen 
Darstellung friither! beschrieben wurde. 880g Stroma wurden mit Chloroform- 
Methanol (1:3 Vol.-Tle.) 4-mal (#/,, 3/,, 3/,, 1 Stde.) hei8 extrahiert. Die bei 0° 
aus den stark eingeengten Extrakten ausfallende graue Substanz wurde nochmais 
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in Chloroform-Methanol aufgenommen und mit Aceton ausgefallt. Nach Ab- 
trennen der atherléslichen Phosphatidfraktion erhielten wir 33,4 g einer hellgrauen 
noch etwas klebrigen Substanz. Sie wurde in dem 6-fachen Volumen heifen 
Pyridins gelést. Nach Absaugen der beim Abkihlen auf Zimmertemperatur aus- 
gefallenen Sphingomyelinfraktion (Frakt. A 11,3 g) erhielten wir aus dem im 
Vakuum stark eingeengten Filtrat durch Fallung mit Aceton 20,5 g Substanz 
(Neuraminsdure 13°/,, Zucker 28%, P 0,4°%). Nach den Analysen muBte es sich 
hier um ein Gemisch des friiher! beschriebenen Gangliosids und des neuramin- 
siure-freien Glykolipoids zu ungefahr gleichen Teilen handeln. Diese beiden 
Fraktionen unterscheiden sich durch ihre Léslichkeit in heiBem Aceton, und es 
war friiher gelungen, sie durch wiederholtes Auskochen mit diesem Lésungsmittel 
zu trennen. Wir konnten jetzt an einer Probe unserer Substanz (1 g) ebenso wie 
in Vorversuchen beide Fraktionen zwar etwas anreichern, die Hauptmenge jedoch 
fiel als Mischfraktion an. Zu demselben negativen Ergebnis gelangten wir bei einer 
anderen Probe, die wir vorher in Pyridinlésung iiber eine Aluminiumoxydsaule 
schickten und dadurch P-frei machten. Ebenso verliefen Versuche, die Substanz 
mit verschiedenen Adsorptionsmittel zu trennen, negativ. Es zeigte sich lediglich, 
daB das Gangliosid in Pyridinlésung von Aluminiumoxyd leichter adsorbiert wird 
als das neuraminsaurefreie Glykolipoid. Diese Eigenschaft konnten wir spater 
benutzen, um aus dem neuramirfsiure-freien Glykolipoid die letzten Spuren 
Gangliosid zu entfernen. Ausgezeichnete Trennung bekamen wir jedoch durch 
Anwendung eines von Folch und Mitarbb.® zur Darstellung ihrer als ,,Strandin“ 
bezeichneten Gangliosidfraktion® entwickelten, sehr schonenden Verfahrens. 
Zuvor wurde die Substanz noch 2-mal in Pyridin durch eine Aluminiumoxydsaule 
gegossen, um das noch anhaftende Phosphatid zu entfernen. 10,0 g hellgraue 
Substanz. 

5,760 mg Sbst.: # = 0,029, F = 0,184 (P-Best. n. Teorell’); gef.: P 0,09% 

Die Substanz wurde jetzt nach den Angaben der amerikanischen Autoren 
in einem Gemisch von 300 ccm Chloroform, 200 cem Methanol und 100 ccm Athanol 
gelést. Die nach Schiitteln mit 200 com Wasser entstehende Emulsion lieB man 
uber Nacht absitzea. Nach Abtrennen der waBrig-alkoholischen Schicht wurde 
die Chloroform-Schicht noch einmal mit der waBrigen Phase eines wie oben dar- 
gestellten Lésungsmittelgemischs extrahiert. Aus den vereinigten waBrig-alko- 
holischen Lésungen gewannen wir durch Einengen im Vakuum 1,99 g weiBe Sub- 
stanz (Gangliosidfraktion B). 

0,126 (0,148) mg Sbst.: d=5cm, H = 0,492 (0,604) entspr. 26,5 (32) y 
Methoxylverbindung der Neuraminsaure (Bestimmung nach Klenk und Langer- 
beins®). — 9,613 (5,978) mg Sbst.: D = 100 (100). 

Gef.: Neuraminsiure (Methoxylverb.) 21,0 (21,6)°4; P 0,00 (0,00)%. 

Aus der eingeengten Chloroformschicht gewannen wir durch Acetonfallung 
6,84 g hellbraune Substanz (neuraminsiurefreies Glykolipoid, Frakt. C). 

2,258 mg Sbst.: braunrote Mischfarbe. — 10,887 (7,180) mg Sbst.: H = 0,041 
(0,010), F = 0,192. 

Gef.: Neuraminsiaure positiv, nicht sicher bestimmbar. P 0,07 (0,03)%. 

Weiterhin konnten wir durch Auskochen der Aluminiumoxydsaulen, die 
sehr viel Gangliosid zuriickhielten, mit Benzol-Methanol (1:1 Vol.-Tle.) sowie 
aus den zuckerreichen Anteilen des Rohsphingomyelin (Frakt. A) durch die oben 
beschriebene Trennung nach Folch noch weitere 0,87 g Substanz gewinnen 
(Gangliosidfrakt. D). 

0,143 (0,164) mg Sbst.: d = 5cm, EH = 0,551 (0,627); entspr.: 29,5 (33,5) y 
Neuraminsaéure (Methoxylverb.). — 3,281 mg Sbst. I: H = 0,003, F = 0,183. 

Gef.: Neuraminsiure (Methoxylverb.) 20,6 (20,4)°,; P0,02%. 


5 J. Folch, S. Arsove u. J. A. Meath, J. biol. Chemistry 191, 819 [1951]. 
6 H. Daun, Dissertation Kéln 1952. 

7 T. Teorell, Biochem. Z. 280, 1 [1931]. 

8 E. Klenk u. H. Langerbeins, diese Z. 270, 185 [1941]. 
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Die Gangliosidfraktion 

1,99 g Frakt. B und 0,87 g Frakt. D wurden vereint und noch 2-mal nach 
Folch getrennt. Dabei gewannen wir aus den Chloroform-Lésungen 0,68 g bzw. 
0,04 g Substanz mit 13 bzw. 18% Neuraminsiure. Nach der letzten Trennung 
enthielt die waBrige Phase 1,31 g rein weife Substanz. 

0,128 (0,122) mg Sbst.: # = 0,510 (0,463), entspr. 27,5 (25) y Neuramin- 
siure (Methoxylverb.). — 5,911 mg Sbst.: d=3cm, F = 0,432, H = 0,824, 
entspr. 0,119 mg Glucosamin-Hydrochlorid (Hexosamin-Bestimmung nach Elson 
und Morgan, modifiziert von Blix’). 

Gef.: Neuraminsiure (Methoxylverb.) 21,5 (20,5)°,; Hexosamin-Hydro- 
chlorid 2,0°%. 

Die Substanz wurde in 150 ccm Chloroform-Methanol (1:2 Vol.-Tle.) ge- 
lést, die Lésung auf 100 ccm eingeengt, um einen Teil des Chloroforms zu ent- 
fernen, und bei 0° stehen gelassen. Dabei fielen 0,37 g aus (aminozucker-haltige 
Gangliosidfrakt.). Die Mutterlauge enthielt das aminozucker-freie Gangliosid 
0,83 g. 
Das aminozuckerfreie Gangliosid 

100 ccm der Mutterlauge wurden auf etwa 30ccm im Vakuum eingeengt 
und der bei 0° sich bildende Niederschlag abgesaugt. 0,46 g weiBe Substanz. 

Zur Analyse wurde die Substanz im Hochvakuum bei 50—60° iiber P.O; 
getrocknet (5,067 mg Sbst.: 0,245 mg Gewichtsverlust). 

4,822 mg Sbst.: 10,500 mg CO,, 3,930 mg H,O, 0,102 mg Rckstd. — 4,116 
(3,088) mg Sbst.: 0,72 (0,53) cem n/100-HCl (Mikro-Kjeldahl). — 3,476 (3,424) mg 
nach K Jenk?? gespalten: 10(10)-cem-MeBkélbchen, davon 4(4) cem: 2,85 (2,85) cem 
n/200-KJO,° entspr.: 0,408 (0,408) mg Galaktose (Zuckerbestimmung nach 
Somogyi). —- 0,125 (0,127) mg Sbst.: d= 5cm, H = 0,582 (0,582), entspr. 
31(31) y Neuraminsiéure (Methoxylverb.). — 4,818 (4,018) mg Sbst.: D = 100 
(100). — 4,731 (4,830) mg Sbst.: d = 3 cm, F = 0,308, H = 0,503 (0,519); entspr. : 
0,0516 (0,0532) mg Glucosamin-Hydrochlorid. 

Gef.: C 60,719; H 9,32%; N 2,45 (2,40); Zucker ber. als Galaktose 29,3 
(29,8)%; Neuraminsiure (Methoxylverb.) 24,8 (24,4)°4; P.0,00 (0,00)°%; Hexo- 
samin-Hydrochlorid 1,1 (1,1)% 

Aus der eingeengten Mutterlauge dieser Substanz gewannen wir durch Aceton- 
fallung weitere 0,37 g weiBe Substanz. 

Zur Analyse wurde die Substanz im Hochvakuum bei 50—60° iiber P,O; 
getrocknet (5,286 mg Sbst.: 0,251 mg Gewichtsverlust). 

5,035 mg Sbst.: 10,935 mg CO,, 4,120 mg H,O, 0,100 mg Rckstd. — 4,440 
(3,832) mg Sbst.: 0,69 (0,61) cem n/100-HCl. — 3,644 (3,794) mg Sbst.: 10(10)-cem- 
MeB8kélbchen, davon 5(5) cem: 3,64 (3,82) ccm n/200-KJO,; entspr. 0,508 (0,535) mg 
Galaktose. — 0,151 (0,152) mg Sbst.: d= 5cm, H = 0,703 (0,717); entspr. 
38,5 (39) y Neuraminsdure (Methoxylverb.). — 4,078 (4,028) mg Sbst.: D = 100 
(100). — 5,069 (4,891) mg Sbst.: d = 3 cm, F = 0,308, H = 0,410 (0,415); entspr. 
0,0420 (0,0426) mg Glucosamin-Hydrochlorid. 

Gef.: C 60,47%; H 9,349; N 2,18 (2,23)°,; Zucker ber. als Galaktose 27,9 
(28,2); Neuraminsiure (Methoxylverb.) 25,5 (25,7); P0,00 (0,00)% Hexo- 
samin-Hydrochlorid 0,8 (0,9)%. 

Da diese Substanz noch immer kleine Mengen der aminozucker-haltigen 
Gangliosidfraktion enthielt, wurde sie in 100 ccm hei&em Methanol gelést, und 
der bei 0° entstehende Niederschlag (111 mg) abgesaugt. Aus der eingeengten 
Mutterlauge gewannen wir durch Acetonfallung 105 mg weife Substanz. 

Zur Analyse wurde die Substanz im Hochvakuum bei 50—60° iiber PO; 
getrocknet (4,962 mg Sbst.: 0,217 mg Gewichtsverlust). 

® G. Blix, Act. chem. scand. 2, 467 [1948]. 

10 KE. Klenk, diese Z. 267, 136 [1940]. 
11M. Somogyi, J. biol. Chemistry 117, 771 [1937]. 











oi -_ & 


_— 





Bd. 295 (1953) Uber Glykolipoide und Sphingomyeline 169 


4,745 mg Sbst.: 10,270 mg CO,, 3,781 mg H,O, 0,104 mg Rekstd. — 3,667 
(6,226) mg Sbst.: 0,55 (0,93) cem n/100-HCl. — 3,321 (3,450) mg Sbst.: 10(10)-cem- 
MeBkolbchen, davon 5(5) ccm: 3,11 (3,33) cem n/200-KJO,; entspr. 0,440 (0,468) mg 
Galaktose. — 0,140 (0,143) mg Sbst.: d = 5cm, HF = 0,623 (0,635); entspr. 33,5 
(34,5) y Neuraminsiure (Methoxylverb.). — 5,380 (5,378) mg Sbst.: d = 3 cm, 
F = 0,307, EH = 0,301 (0,320); entspr. 0,0308 (0,0327) mg Glucosamin-Hydro- 
chlorid. 














/ 0/ Neuraminsaure 
0/ 0/ 0/ NY JO 2K /0 
o€ JoHH | 70N |/oZucker (Methoxylverb.) 
CoaH129021No (1253,6)* | Ber. 61,31 | 9,65] 2,23] 28,7 24,8 
CooHy16021N> (1225,6)** 60,75] 9,54| 2,29] 29,4 25,4 
Gef. 60,37 | 9,11] 2,10 26,5 23,9 
2.09 27,1 241 





Gef. Hexosamin-Hydrochlorid 0,57 (0,61). 


* Lignoceryl-gangliosid mit 2 Hexoseresten. 
** Behenyl-gangliosid mit 2 Hexoseresten. 
*** Ber. als Galaktose. 


WeiBe, leicht wasserlisliche Substanz, die sich in Methanol leichter lést als 
die aminozuckerhaltige Gangliosidfraktion und das neuraminsaurefreie Glyko- 
lipoid. 

Zur Klairung der Frage, ob die primaire Aminogruppe der Neuraminsaure 
unserer Substanzen acetyliert ist, fiihrten wir an einer unreinen Fraktion (19,7°% 
Neuraminsaure, 1,0°4 Hexosamin-Hydrochlorid) eine Acetyl-Bestimmung durch. 

133,72 (116,00) mg Sbst.: 0,31 (0,25) eem n/20-NaOH; entspr. 0,93 (0,75) mg 
Essigsiure (Acetyl-Bestimmung nach Bredereck?’). 

Essigsiure aus Acetyl-Neuraminsdure der Sbst.: ber. 3,80'% 


Essigsiure aus Acetyl-Hexosamin der Sbst.: ber. 0,34°, 
gef. 0,70 (0,65)°% 


Die aminozuckerhaltige Gangliosidfraktion 
0,37 g weiBe Substanz. 
3,549 (3,488) mg Sbst.: 10(10)-ccm-MeBkélbchen, davon 4(5) ccm: 3,18 
(3,85) cem n/200-KJO,; entspr. 0,447 (0,538) mg Galaktose. — 0,146 (0,146) mg 
Sbst.: d = 5cm, H = 0,498 (0,510); entspr. 26,5 (27,5) y Neuraminsiure (Meth- 


oxylverb.). 
4,768 (4,721) mg Sbst.: d=2cm, F = 0,308, EH = 1,108 (1,092); entspr. 
0,171 (0,168) mg Glucosamin-Hydrochlorid. a + 


Gef.: Zucker (ber. als Galaktose) 31,5 (30,9)°,; Neuraminsiure (Methoxyl- 
verb.) 18,2 (18,8)°; Glucosamin-Hydrochlorid 3,6 (3,6)%. 

Die Substanz wurde in 120 ccm heiBem Methanol gelést. Beim Aufbewahren 
im Kihlschrank fielen 91 mg Substanz aus (15,5°4, Neuraminsiure, 8,69, Hexo- 
samin-Hydrochlorid). 

(Aus der Mutterlauge gewannen wir 2 Fraktionen von 102 bzw. 130 mg mit 
19 baw. 22,5°,, Neuraminsiure und 3,1 bzw. 1,0°,, Hexosamin-Hydrochlorid). 

Zur Klarung der Frage, ob die aminozuckerreiche Fraktion sich in der wasser- 
léslichen Gangliosidfraktion oder in der chloroform-léslichen Fraktion des neuramin- 
siurefreien Glykolipoids anreichern wiirde, trennten wir 84mg der Substanz 
wie oben nach Folch, indem wir sie in 8 cem Chloroform-Methanol-Athanol- 
Wassergemisch (3: 2: 1:2 Vol.-Tle.) emulgierten. Wir gewannen so 20 mg chloro- 
form-lésliche Substanz (a) mit 19,1°{ Neuraminsiure und 5,0°%, Hexosamin- 
Hydrochlorid. In die waBrige Phase gingen 61 mg Substanz (b). Zur Analyse 


12 H. Bredereck, Z. angew. Chem. 45, 241 [1932]. 
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wurde die Substanz b im Hochvakuum bei 50—60° iiber P,O; getrocknet (4,735 mg 
Sbst.: 0,361 mg Gewichtsverlust). 

4,374 mg Sbst.: 9,135 mg CO,, 3,480 mg H,O, 0,042 mg Rekstd. — 3,493 
(2,536) mg Sbst.: 0,70 (0,51) cem n/100-HCl. — 3,560 (3,284) mg Sbst.: 10(10)-ccm- 
MeBkolbchen, davon 2(4) cem : 2,17 (4,00) ccm n/200-KJO,; entspr. 0,310 (0,563) mg 
Galaktose. — 0,134 (0,122) mg Sbst.: d = 5cm, H = 0,381 (0,356); entspr. 20,5 
(19) y Neuraminsaure (Methoxylverb.). — 0,918 (0,845) mg Sbst.: d=2.cm, F = 0,300, 
E = 0,640 (0,606); entspr. 0,096 (0,091) mg Glucosamin-Hydrochlorid. 





°/Neuramin |°/, Hexo- 
o/ o/ 0/ o/5 saure samin- 
/ol fom |'70™ Fotnaeee (Methoxyl- | Hydro- 

verb.) chlorid 




















CgH14303,N; (1618,9)*|Ber. 57,87| 8,90] 2,60] 44,4 19,2 13,3 
Gef. 57,53] 8,99] 2,81] 43,5 15,3 10,5 
2,82| 42,9 15,6 10,8 





* Lignoceryl-gangliosid vom Typ III. 


WeiBe Substanz, die sich in kaltem Wasser sehr leicht, lést. In Methanol ist 
sie schwerer léslich als das aminozuckerfreie Gangliosid. Eine weitere Aufarbeitung 
dieser Fraktion war wegen Substanzmangels nicht mégli¢th. 

An einer unreinen Fraktion wurde versucht, den Aminozucker papierchromato- 
graphisch zu identifizieren. 100 mg Substanz mit etwa 3°, Hexosamin wurden 
wie friiher® beschrieben behandelt. Butanol-Eisessig (4:1 Vol.-Tle.) mit dem 
gleichen Volumen Wasser ausgeschiittelt. Papier: Schleicher & Schiill Nr. 2043a. 
Laufzeit: absteigend 90 Stdn.; Farbung: nach Elson und Morgan". In saimt- 


7 2 3 
O 8 ae 





Abb. 1. Aminozucker-Papierchromatogramm der 
aminozuckerhaltigen Gangliosidfraktion. 1-proz. 
Glucosamin - Hydrochlorid- Lésung, Hoffmann-La 
Roche (1), Hexosamin-Hydrochloridlésung aus Li- 
poidfraktion (2), 1-proz. Chondrosamin-Hydrochlo- 
rid-Lésung dargestellt aus Chondroitinschwefel- 

sdiure (3). 


13 Vol. S. M. Partridge, Nature [London] 158, 270 [1946]; Biochem. J. 42, 
& g 
238 [1948]. 
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lichen Chromatogrammen liegt der Hexosaminfleck der untersuchten Lésung 
auf der Hohe des Chondrosamins. Ein weiterer erheblich schwacherer Fleck mit 
etwas hoherem Ry-Wert hatte nicht die fiir Aminozucker typische Farbe (s. Abb. 1). 


Das neuraminsaurefreie Glykolipoid 

6,84 g Fraktion C wurden zur Entfernung des Farbstoffes der Reinigung mit 
Cadmiumacetat’ unterworfen und in Pyridin 2-mal iiber eine Aluminiumoxyd- 
Saule geschickt, um Spuren von Gangliosid zu entfernen. 1,51 g Substanz, die 
keine in hei&em Ather lésliche Anteile (Lignoceryl-sphingosin) mehr enthielt. Die 
Substanz wurde durch Auskochen mit 95-proz. Aceton in drei ungefahr gleiche 
Anteile getrennt. Alle Fraktionen hatten den gleichen Zuckergehalt (31—33%). 
Nach Umkristallisieren der wiedervereinigten Substanz aus heiBem Methanol 
gewannen wir 1,13g. Zur Analyse wurde die Substanz bei 50—60° im Hoch- 
vakuum tber P,O, getrocknet (5,191 mg Sbst.: 0,127 mg Gewichtsverlust). 

5,064 mg Sbst.: 12,350 mg CO,, 4,680 mg H,O. — 2,313 (3,432) mg Sbst.: 
0,22 (0,32) cem /100-HCl. — 3,524 (4,182) mg Sbst.: 10(10)-ccm-MeBkélbchen, 
davon 4(4) ccm: 3,50 (4,21) ccm n/200-KJO,; entspr. 0,488 (0,593) mg Galaktose. — 
7,154 (7,404) mg Sbst.: d = 3cm, F = 0,314, H = 0,080 (0,100); entspr. 0,0084 
(0,0105) mg Glucosamin-Hydrochlorid. 





| %C |%H|%N |%Zucker*** 








Cs54Hy93013N (974,4)* . | Ber. 66,56] 10,65| 1,44 37,0 
C5oH013N (946,3)** | Ber. 65,99] 10,55| 1,48 38,1 
Gef. 66,53] 10,34} 1,33 34,6 

1,31 35,4 


Hexosamin-Hydrochlorid gef.: 0,12 (0,14)%. 
* Lignoceryl-sphingosin-dihexosid. 
** Behenyl-sphingosin-dihexosid. 
*** Ber. als Galaktose. 


Rein weiBe P- und aschefreie Substanz. Aus Methanol ktistallisiert sie leicht 
in Spharolithen. Sie ist wasserunléslich. Wie friiher! gezeigt wurde, besteht das 
Zuckergemisch des aminozuckerfreien Gangliosids vor allem aus Galaktose und 
zum kleineren Teil aus Glucose, wahrend im neuraminsivurefreien Glykolipoid 
Glucose und Galaktose papierchromatographisch ungefihr zu gleichen Teilen 
vorzuliegen scheinen. Wir stellten jetzt aus 200 mg unserer Substanz nach der 
friiher?> beschriebenen Methode 2 ccm einer Zuckerlésung her. Davon 0,5 (0,5) com 
im Lohnsteinschen Apparat mit Hefe 4 Stdn. bei 38°. Gef.: Glucose 1,20 (1,21)%. 
Nach der Somogyi-Methode erhielten wir nach Abzug des durch die Glucose 
bedingten Reduktionswertes im Mittel 1,88°% Galaktose. Glucose verhialt sich 
also zu Galaktose wie 1: 1,6. 


Die Sphingomyelinfraktion 

11,3 g Rohsphingomyelin (Frakt. A) vereinigten wir mit 14,0 g aus friiheren 
Aufarbeitungen. Die Glykolipoide und das anhaftende Hydrolecithin wurden 
nach der Methode von Thannhauser und Boncoddo" entfernt. 11,32 g rein 
weiBe Substanz. 

4,803 (4,382) mg Sbst.: H=1,009 (0,914), F —0,1835. — 3,938 (4,805) mg 
Sbst.: 0,895 (1,11) cem »/100-HCl. 

Gef.: P 3,86 (3,83)°%; N 3,18 (3,24)%. 


4 Vgl. E. Klenk u. F. Rennkamp, diese Z. 267, 145 [1940]. 

1 E. Klenk u. F. Rennkamp, diese Z. 272, 280 [1942]. 

16S. J. Thannhauser u. N.F. Boncoddo, J. biol. Chemistry 172, 141 
[1948]. 
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Probe nach Molisch: auch nach langerem Stehenlassen negativ. Glycerin: 
die Titrationswerte schwanken in der Héhe des Leerwertes (Mikro-Glycerin- 
Bestimmung nach Blix?’). 

Darstellung der Fettsaiuren. 11,0g der Substanz wurden in 150 ccm 
5-proz. methanolischer Salzsiure durch 2'/,-stdg. Kochen unter RiickfluB ge. 
spalten. Ein Teil der Methylester fiel beim Abkiihlen der methanolischen Lésung 
auf Zimmertemperatur aus. Durch Ausschiitteln mit Petrolither gewannen wir 


4,92 g Estergemisch. Schmp. 49—51°. Wir lésten die Substanz in 80 com Methanol, : 


saugten den bei Zimmertemperatur entstandenen Niederschlag ab und kristalli- 
sierten ihn auf dieselbe Art noch 3-mal um. 1,21 g, Schmp. 54—55°, Jodz. 20,4 (1). 
Aus den vereinigten Mutterlaugen (II) gewannen wir 3,66 g, Schmp. 43—46", 
Jodz. 17,9. Die Fraktion II wurde bei 0,2—0,6mm Hg und 190—250° Bad- 
temperatur destilliert. Dabei gingen 1,33 g iiber (Ila), Schmp. 26°. Der braune 
Riickstand (IIb) betrug 2g. Die Fraktionen I, Ila und Ib wurden verseift, das 
Unverseifbare mit Ather entfernt und die freien Sauren dargestellt. (Die Menge 
des Atherléslichen aus der verseiften Fraktion Ilb war sehr groB8. Wir kénnen 
nicht ausschlieBen, ob uns hier nicht die Na-Seifen einer ungesattigten Fettsaure, 
evtl. Nervonséure verloren gegangen sind.) Die 3 Fettsaurefraktionen wurden 
je 1-mal aus Aceton umkristallisiert. Aus den Mutterlaugen gewannen wir weitere 
Mengen Fettsaure. Wir erhielten folgende Ergebnisse: 


























Frakt. Methylester Freie Sauren Umkristalli- Motterlaugen 
sierte Sauren 
0,77 g 0,55 g 0,09 g 
I 121g _ Schmp. 74—78° 78—79° 43—449 
Schmp. 54—55% Aquiv.-Gew. 351 (356) 374 (370) 325 (329) 
Z Jodz. 7,3 (6,4) 4,4 (4,6) 21,7 
1,32 g 0,99 g 0,15 g 
ie 1,33 g . Be hmp. 54 —550 57—58° 54° 
Schmp. 26° Aquiv.-Gew. 265 (262) 284 (281) 267 (266) 
Jodz. 10,2 (8,5) 5,5 (3,9) 11,6 (12,1) 
0,43 g 0,22 g 0,10 g 
IIb %9o .Schmp. 65° 59° 42—44°0 
“8 Aquiv.-Gew. 372 (373) 373 (375) 316 (318) 
Jodz. 24,8 8,1 37,2 (41,4) 








Die umkristallisierte Saiure der Fraktion I gab mit reiner Lignocerinsaure 
keine Schmelzpunktsdepression. Die entsprechende Saure der Fraktion Ila 
gab mit reiner Palmitinsiure keine Depression, jedoch schlieBt das die Anwesenheit 
von Stearinséiure nicht aus, zumal das Aquivalent-Gewicht fiir Palmitinsiure 
viel zu hoch liegt. 

Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft unterstiitzt. 


Zusammenfassung 

1. Die Glykolipoide des Pferdeerythrocytenstromas sind Gemische 
sehr verschiedenartiger Substanzen. 

Wir fanden ein neuraminsiurefreies Glykolipoid, dessen Zusammen- 
setzung einem Lignoceryl-(Nervony!-)sphingosin-dihexosid entspricht. 

Es wurde ein aminozuckerfreies Gangliosid dargestellt. Nach den 
analytischen Daten handelt es sich wahrscheinlich um ein Lignoceryl- 
(Nervonyl-)gangliosid mit zwei Hexoseresten. Diese Substanz mu 


7 G. Blix, Mikrochim. Acta 1, 75 [1937]. 
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als Hauptkomponente in dem von Yamakawa und Suzuki isolierten 
Haimatosid vorgelegen haben. 

Wahrend die beiden ersten Substanzen schon in einer friiheren 
Arbeit beschrieben wurden, fanden wir jetzt auch eine aminozucker- 
haltige Gangliosidfraktion mit 10—11°% Chondrosamin bei 42—44°%, 
Gesamtzucker. Der Neuraminsiuregehalt betraigt 15—16°%. Es handelt 
sich bei dieser Substanz mdglicherweise noch um eine Mischfraktion. 


2. Es wurde gezeigt, daB Lignocerinsiure zu mindestens 30% als 
Fettsiurekomponente des Sphingomyelins vorkommt. 


Fiitterungsversuche mit normalen und verzweigtkettigen 
Fettséureamiden 


. Von 
Giinther Weitzel, Harald Schén und Hans Kalbe 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft, 
Gottingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. August 1953) 


Herrn Professor Thomas zum 70. Geburtstag 


In vorangehenden Untersuchungen priiften wir? die wachs- 
tumshemmende Wirkung zahlreicher Fettsiuren und Fettalkohole 
gegentiber virulenten humanen Tuberkelbazillen in vitro. Dabei zeigten 
unter den normalen Fettsaéuren diejenigen mittlerer Kettenlinge 
(Cs,—C,2) und in erheblich héherem Mae bestimmte methyl-ver- 
zweigte Fettsiuren ausgeprigte antituberkulire Eigenschaften. 
Fiitterungsversuche mit Glyceriden normaler mittlerer Fettsiuren am 
Menschen‘ sowie mit Estern verzweigter Fettsiuren am Hund® lieBen 
jedoch erkennen, daB der rasche und praktisch vollstaéndige Abbau 
dieser Verbindungen im Tierkérper eine etwaige therapeutische An- 
wendung ausschlieBt. Daher zogen wir als Fettsiure-Derivate fiir die 
Priifung im Tierversuch zuniachst die Amide heran, weil diese in vitro 
gleiche oder noch hohere antituberkulire Effekte aufweisen als die 
dazugehérigen freien Fettsiuren. Uber den EinfluB der Amidierung 
des Carboxyls auf die Abbauverhialtnisse von Carbonsiuren im Stoff- 
wechsel liegen bereits ausgedehnte Untersuchungen vor; es ergibt sich 


1G. Weitzel u. E. Schraufstatter, diese Z. 282, 16 [1950]. 
G. Weitzel, diese Z. 288, 174 [1951]. 

G. Weitzel, diese Z. 290, 252 [1952]. 

G. Weitzel, Fette und Seifen 52, 670 [1950]. 

G. Weitzel, diese Z. 287, 254 [1951]. 
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daraus, daB die Anwesenheit einer Saiureamidgruppe die Abbau- 
geschwindigkeit der zugrundeliegenden Carbonsiure je nach deren 
Struktur in ganz verschiedener Weise beeinflussen kann. 


Bernhard® untersuchte am Hund das Verhalten von N-alkyl- 
substituierten Amiden der Benzoesiiure und der Hexahydro-benzoesiaure 
und fand in allen Fallen Ausscheidung groBer Benzoesiuremengen im 
Harn. Die Substitution der Carboxylgruppe dieser cyclischen Sauren 
durch Methyl-, Athyl- oder Propyl-amid bildet somit fiir den inter- 
mediaren Stoffwechsel kein Hindernis. Schwer verbrennbare ali- 
phatische Dicarbonsauren kénnen sogar durch Umwandlung einer 
Carboxylgruppe in das Amid leichter verbrennbar werden. Flaschen- 
triger’ z. B. wies nach, daB der Hund Sebamidsiure besser als Sebazin- 
siure abbaut, und Bernhard® fand, da Mono-N-methylamid, Bis-N- 
methylamid und Mono-N-propylamid der Sebazinsiiure sowie Mono-N- 
propylamid der Korksaure sehr viel besser vom Hund verbrannt werden 
als die entsprechenden freien Dicarbonsiuren. 


Die Amide normaler aliphatischer gesittigter und einfach 
ungesadttigter Mono-carbonsiuren werden ebenfalls leicht abgebaut: 
Kuhn und Léw® konnten nach Verfiitterung von Capron-, Laurin- 
und Palnitinsiure-amid an Kaninchen weder diese Substanzen selbst 
noch Abbauprodukte im Harn auffinden, ebensowenig nach Zufuhr 
von Laurinsadure-anilid und N-methylanilid sowie nach Caprinyl-d,I- 
alanin. Auch die Amide von «,f- und f,y-Hexensiéiure sowie von 
Octadien-(3.5)-siiure verschwanden véollig. 


Dagegen wurde /-Methyl-$-propyl-acrylsiure-amid (I) nicht restlos 
verbrannt ; in einer Ausbeute von 13%, erschien das durch w-Oxydation ge- 
bildete Monamid der 2-Methyl-buten-(1.2)-dicarbonsaure-(1.4) im Harn: 


H,C-CH,-CH,-C:CH-CONH, —» HOOC:CH,-CH,:C:CH-CONH, 
| 
I CH, I CH, 


Das Vorhandensein einer Methylverzweigung am f-Kohlenstoffatom 
erschwerte hier offenbar den Abbau des Amids. 


Eine itiberraschend hohe Abbauhemmung durch Amidierung fanden 
Kuhn und Kéhler?® bei Verfiitterung von Polyen-carbonsiaure- 
amiden. Dabei ist die 6-Oxydation weitgehend unterdriickt, die 
w-Oxydation stark begiinstigt, so daB im Harn von Kaninchen die 
Polyen-dicarbon-amidsaure auftritt, die sich zur freien Polyen-w,w’- 
dicarbonsiure verseifen 1iBt. So lieferte z. B. das Amid der Octa- 
triensiure im Kaninchenversuch 42°, d. Th. an Hexatrien-(2.4.6)- 

6° K. Bernhard, diese Z. 248, 256 [1937]; 251, 47 [1938]. 

? B.Flaschentrager, diese Z. 159, 297 [1926]. 

8 K. Bernhard, diese Z. 256, 65 [1938]. 
® R. Kuhn u. I. Low, diese Z. 259, 182 [1939]. 

10 R. Kuhn, F.u. L. Kéhler, diese Z. 247, 197 [1937]. 
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dicarbon-(1.6)-amidsiure-(1), welche zur Hexatrien-dicarbonsiure-(1.6), 
HOOC-CH:CH-CH:CH-CH:CH-COOH, verseift werden konnte. 

Fettsiuren mittlerer Kettenlinge neigen im Stoffwechsel, besonders 
bei Zufuhr gréBerer Mengen, zur w-Oxydation, die sich durch Aus- 
scheidung von Dicarbonsiuren in den Harn bemerkbar macht. Aller- 
dings sind die im Harn erscheinenden Schlackensiuren mengenmabig 
nur geringfiigig und entsprechen héchstens einigen Prozent der ver- 
fitterten Fettsiuren. Ebenso kann man bei verzweigtkettigen Fett- 
siuren, bei denen durch Stellung und GrédBe der Verzweigung der 
B-oxydative Abbau von der urspriinglichen Carboxylgruppe aus ge- 
hemmt ist, die Ausscheidung von Dicarbonsiuren in den Harn beob- 
achten. Z. B. wiesen wir® nach, daB nicht nur mittlere, sondern auch 
héhere Fettsiuren w-oxydiert werden, wenn eine «-standige Athyl-, 
Propyl- oder Butyl-Verzweigung vorliegt. 


In den im folgenden beschriebenen Versuchen gingen wir von der 
Frage aus, inwieweit die Uberfiihrung der Carboxylgruppe in eine 
Saureamidgruppe den Abbau solcher Fettsiuren hemmen kann, die 
bereits als freie Siuren Tendenz zur w-Oxydation zeigen. Eine etwaige 
Abbauhemmung durch die Stureamidgruppe muBte besonders bei 
solchen Verbindungen deutlich werden, welche als freie Séiuren gerade 
eben noch keine Diacidurie auslésen. Hierher gehért z. B. bei den 
normalen mittleren Fettsiuren die Laurinsiure, die an der oberen 
Grenze der diacidogenen normalen Fettsiuren steht und beim Hund 
nicht zur Ausscheidung von Dicarbonsiuren in den Harn fiihrt. Unter 
den verzweigten Fettsiuren sind es die héheren methy!|-verzweigten, 
z. B. methylierte Tridecan-, Myristin-, Palmitinsiuren usw., bei denen 
Diacidurie bisher nicht sicher nachgewiesen werden konnte, waihrend 
ithyl-verzweigte héhere Fettsiuren bereits deutliche Diacidurie aus- 
losen. 

Wir verfiitterten an Hunde vier Amide normaler Fettsiuren 
mittlerer Kettenlinge (n-Decansiure- und n-Dodecansiure-amid sowie 
die beiden N-Methyl-amide) und vier Amide verzweigtkettiger Fett- 
siuren (2-Methyl-nonanséure-, 4-Methyl-dodecanséure-, 2-Methyl- 
tridecansiure- und 5-Methyl-tetradecansiure-amid). Proben des tig- 
lichen Harnvolumens untersuchten wir analytisch auf ausgeschiedene 
Abbauprodukte, extrahierten den Kot zur Riickgewinnung der nicht 
resorbierten Anteile des verfiitterten Amids und verarbeiteten den 
gesammelten Harn praparativ auf Schlackensiuren. Dabei erwies sich 
an Stelle der direkten priparativen Isolierung der papierchromato- 
graphische Nachweis als sehr wertvoll, da meist nur geringe Mengen 
von Abbauprodukten im Harn auftraten. Eine genaue Beschreibung 
unserer Versuchsmethodik findet sich unten im experimentellen Teil 
der vorliegenden Arbeit. 


1 B. Flaschentrager u. K. Bernhard, Helv. chim. Acta 18, 962 [1935]; 
diese Z. 288, 221 [1936]. 
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Ergebnisse und Diskussion 

Aus der Ubersicht iiber unsere Fiitterungsversuche mit normalen 
Fettsiureamiden in Tab. 1 geht hervor, daB bei Fiitterung der beiden 
hochschmelzenden, nicht methyl-substituierten Amide betrachtliche 
Anteile im Kot ausgeschieden wurden. Wir konnten, berechnet auf die 
in ,,reiner“ Form, d.h. kristallisiert, zuriickgewonnenen Amide, bei 
n-Decanséure-amid in einem Falle fast 30%, bei n-Dodecansiure-amid 
fast 20° aus dem Kot isolieren. Diese Werte diirften in Wirklichkeit 
noch erheblich héher liegen, da es praktisch nicht méglich ist, die ge- 
samten, nicht resorbierten Anteile aus dem Kot kristallin zu erhalten. 
Die ungeniigende Resorption dieser beiden Amide ist wohl sicher eine 
Folge ihres hohen Schmelzpunktes. 

Dagegen fanden wir bei den beiden N-methylierten Amiden 
der gleichen Saéuren einen wesentlich héheren Resorptionsgrad. Es 
gelang hierbei nicht, aus dem Kot das verfiitterte Material in kristalliner 
Form zu erhalten mit Ausnahme von 50 mg bei n-Dodecansiure-J- 
methyl-amid. 


Tab. 1. Fiitterungsversuche mit normalen Fettsiureamiden. 





























Wiedergefunden: 
. Verfiitterte | Unverandert : 
Substa: ¥ Schmp. | Hund ibis als Dicar- 
— —— . Menge im Kot —|honsauren 
roh rein | 2 Harn 
a ‘ F 45,0 g 39,4 g| 13,0 g] 300 mg 
n-Decansaiureamid 99 —99,5° Fr 67,52 35,62| 4,5¢| 901 mg 
n-Dodecansiureamid| 101—101,5° | F 117,0g 67,0 g| 21,5 g| 780 mg 
n-Decansaure- - a 
N-methyl-amid 67— 68° 0 35,0 g 95g) — 140 mg 
n-Dodecansaure- = 
N-methyl-amid 57— 58° F 24,0 g 7,0g] 0,05g | 560 mg 





Der relativ niedrige Schmelzpunkt der N-methylierten Amide 
diirfte fiir deren gute Resorption verantwortlich sein, denn beide Schmelz- 
punkte liegen nur wenig iiber bzw. unter der mit etwa 60° anzusetzenden 
Grenze fiir weitgehende Ausnutzung im Darm. 

Die analytische Kontrolle der taglichen Ausscheidung saurer 
Abbauprodukte im Harn zeigte keine besonders hohe Ausscheidung 
von Schlackenséuren an, die genauen Werte fiir die pro Versuchstag 
ausgeschiedenen Milliaquivalente atherléslicher Saiuren finden sich im 
Versuchsteil. Wie aus Tab. 1 hervorgeht, ist die Menge der aus dem 
Harn praparativ gewonnenen Dicarbonsiuren, von denen der gréBte 
Teil als Abbauprodukte den verfiitterten Amiden entstammt, recht 
gering, wenn man die zum Teil sehr hohen verfiitterten Dosen beriick- 
sichtigt. Bei n-Decansiure-amid lieBen sich auf priparativem Wege 
durch Kristallisationsversuche aus dem Dicarbonsiuregemisch keine 
einheitlichen Komponenten gewinnen. Da auch die Papierchromato- 
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graphie mit Ausnahme von Spuren Bernsteinsiure keine Dicarbon- 
siuren als Abbauprodukte im Harn anzeigte, wurde der Versuch 
wiederholt. Dabei lieB sich papierchromatographisch als einziges Abbau- 
produkt eine C,,-Dicarbonsdéure in geringer Menge nachweisen. Bei 
n-Laurinséure-amid dagegen konnte durch Papierchromatographie das 
Vorhandensein von Bernstein-, Adipin-, Kork- und Sebazinsiure nach- 
gewiesen werden. 

Fir den Hund galt Laurinsiure bisher als nicht diacidogen, da 
Hunde nur nach Zufuhr der Fettsiuren C,—C,, Dicarbonsiuren im 
Harn ausscheiden!!. Die von uns papierchromatographisch als Abbau- 
produkte von Laurinsaure-amid bzw. N-Methyl-amid in geringen Mengen 
gefundenen Dicarbonsdéuren C,9, Cg und C,, dazu reichlich C,, kénnen 
Ausdruck einer durch die Amidierung erschwerten /-Oxydation der 
Laurinsiure sein, so daB w-Oxydation mit Diacidurie die Folge ist. 
Es besteht allerdings auch die Moéglichkeit, da8 friihere Autoren eine 
nach Zufuhr von Laurinsaéure auftretende geringe Diacidurie nicht 
bemerkt haben, weil der sehr empfindliche papierchromatographische 
Nachweis noch nicht bekannt war. Wir® selbst konnten in einem 
Fiitterungsversuch am Hund mit 60g Laurinsdéuretriglycerid bei 
der analytischen Priifung des Harns keine erhéhte Ausscheidung 
aitherloslicher Saiuren feststellen. 

Die Ergebnisse der Fiitterungsversuche mit N-Methyl-amiden 
unterscheiden sich praktisch nicht von denjenigen der nicht-substi- 
tuierten Amide. Denn mit Ausnahme der beiden Versuche mit -Decan- 
siiure-amid fand man papierchromatographisch als Abbauprodukte stets 
die geradzahligen Dicarbonsiuren C, bis C, 9. Griinde fiir eine etwaige 
Ausnahmestellung des n-Decansiure-amids, welches in dem einen 
Versuch keine sichere Diacidurie, im anderen lediglich eine C,9-Dicarbon- 
siiure erbrachte, sind bisher nicht bekannt. 

Wahrend als Quelle der im Harn nach Fiitterung geradzahliger 
Fettsiiure-amide aufgefundenen Dicarbonsiiuren C,), Cg und C, die 
Kohlenstoffkette der verfiitterten Fettsiuren anzusehen ist, trifft dies 
nicht in vollem MaB8e fiir die Bernsteinsiure zu. Denn Bernsteinsiure 
ist, wie wir!? friiher nachweisen konnten, ein regelmifBiger Bestandteil 
des Harns. Auch papierchromatographisch weisen wir sie stets im 
normalen Hundeharn nach. Zumindest in den beiden Fiitterungs- 
versuchen mit n-Decan- und m-Dodecansiure-N-methyl-amid lag 
jedoch zweifellos eine gegeniiber dem Normalharn erhéhte Succinurie 
vor, so daB die hier gefundene Bernsteinsiure teils natiirlichen Quellen, 
teils den verfiitterten Fettsiuren entstammen diirfte. 

Tab. 2 zeigt die Fitterungsversuche mit verzweigtkettigen 
Fettsiureamiden. Betrachtet man zunichst die Ausnutzung dieser 
Substanzen im Darm, so ergeben sich auch hier wieder Hinweise auf 


122 K. Thomas u. G. Weitzel, diese Z. 282, 170 [1947]; G. Weitzel, diese 
Z. 282, 174 [1947]. 
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Tab. 2. Fiitterungsversuche mit verzweigtkettigen Fettsiéureamiden. 





































Wiedergefunden: 
Selitens ales — Verfiitterte | Unverandert | 4), Dicar. 
P- Menge im Kot —|phonsauren 
roh | rein | 0 Harn 
2-Methyl-nonan- 
poste. eer) 75,5—769 | 0 109,0g | 16,7g]2,95g| 3014 mg 
4-Metliyl-dodecan- "7 re 4 
renee n= aa 75,0—769 | 0 25,0g |17,8g|0,3 g| 2560 mg 
2-Methy]l-trid - 5s 
an eg 940-959 | F 25,0g |19,7g|3,72g| 580mg 
5-Methyltetre- =| 61,5—02° | F 225g | — | — | 1640mg 
decanséure-amid 




















den EinfluB des Schmelzpunktes. Von dem bei 94—95° schmelzenden 
2-Methyl-tridecansiiure-amid lieBen sich rd. 15°, kristallin aus dem 
Kot wiedergewinnen, wahrend bei den niedriger schmelzenden Amiden 
der 4-Methyl-dodecan- und der 2-Methyl-nonansidure dieser Anteil auf 
wenige Prozent absinkt. 


eg Ss a. gi ae 

















4567890N 2B lag 
Versuchstage 


Abb. 1. Hund Odin. Fiitterung von 109 ¢ 
scheidung atherléslicher Séuren im Harn. 
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2-Methyl-nonansaure-amid. Aus- 
“MA = Milliaquivalent Saure. 


Die analytische Kontrolle der taglich mit dem Harn ausgeschiedenen, 
atherloslichen, sauren Abbauprodukte lieferte bei den methylver- 
zweigten Amiden héhere Werte als bei den geradkettigen Amiden. 
In Abb. 1 geben wir als Beispiel hierfiir die Ausscheidungskurve des 
Fiitterungsversuches mit 2-Methyl-nonansiure-amid. Man erkennt, daB 
die Menge der ausgeschiedenen Schlackensiuren, ausgedriickt in Milli- 
aquivalent Saure, deutlich von der Hohe der zugefiihrten Dosis abhangt. 

Nach Fiitterung methylverzweigter Fettsiureamide isolierten wir 
aus dem Harn wiederum Dicarbonsiurefraktionen. Deren papier- 
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chromatographische Trennung ergab nach Zufuhr des 2-Methyl-nonan- 
siure-amids in der Hauptsache das Vorliegen einer C, -Dicarbonsiure, 
die sehr wahrscheinlich einer 2-Methyl-azelainsiure entspricht. Die 
Isolierung der Substanz durch priparative Papierchromatographie 
lieferte nach Umkristallisieren eine bei 68—69° schmelzende Cj - 
Dicarbonsiéure, deren Di-Amid bei 157—158° schmolz. Die Darstellung 
synthetischer 2-Methyl-azelainsiure zur endgiiltigen Identifizierung 
haben wir in Angriff gnommen. In geringeren Mengen waren C,- und 
(,-Dicarbonsiuren vorhanden, vermutlich 2-Methyl-pimelin- und 2- 
Methyl-glutarsiure. Bei der C,-Fraktion ergab der papierchromato- 
graphische Vergleich mit synthetischer 2-Methyl-glutarsiure be- 
friedigende Ubereinstimmung (s. Tab. 4 im Versuchsteil). Bemerkens- 
werterweise lieB sich aber auch die C,-Fraktion in zwei Komponenten 
auftrennen, wobei die eine als Bernsteinsiure, die andere aber als 
Methyl-malonsiaure erkannt wurde. 

Das nach Fiitterung von 4-Methyl-dodecansiure-amid erhaltene 
Dicarbonsiuregemisch zerlegten wir iiber die Ester in vier Fraktionen 
und gewannen daraus priparativ kristallisierte Bernsteinsiure. Papier- 
chromatographisch waren auBerdem nachzuweisen: Deutliche Mengen 
C, und C,, entsprechend methylierten Kork- und Adipinsiuren, sowie 
Bernsteinsiure. Ebenso gelang es, aus dem iiber die petrolatherléslichen 
Ester gereinigten Dicarbonsiuregemisch nach Fiitterung von 2-Methy]- 
tridecansiure-amid Bernsteinsiure zu kristallisieren. Nach Fiitterung 
yon 5-Methyl-tetradecansiure-amid lieferte die Papierchromatographie 
der im Harn ausgeschiedenen Dicarbonsiuren die Fraktionen C,,, 
Cy, C,, Cs. Hier diirfte es sich um eine homologe Reihe monomethylierter 
geradzahliger Dicarbonsaéuren handeln. AuBerdem war wiederum Bern- 
steinsiure nachzuweisen. 

Im Vergleich zu den geradkettigen Amiden tritt nach Fiitterung 
methylverzweigter Amide eine deutlich héhere Diacidurie auf. 
Dies ist zweifellos auf eine die 8-Oxydation stérende Wirkung der seiten- 
stindigen Methylgruppe zuriickzufiihren. Bei 2-Methyl-nonansiaure- 
und 4-Methyldodecansiure-amid kommt hinzu, daB die zugrunde- 
liegenden Hauptketten als solche bereits zur w-Oxydation neigen. 
Die nach Zufuhr von 2-Methyl-nonansiure-amid papierchromato- 
graphisch im Harn nachgewiesenen Dicarbonsiuren C,9, Cs, C, und Cy, 
sind sehr wahrscheinlich mit 2-Methyl-azelain-, 2-Methyl-pimelin- und 
2-Methy]-glutarsiure identisch. Die in der C,-Fraktion erhaltene 
Methyl-malonsiaure konnten wir im Normalharn nicht auffinden, 
so daB sie als Abbauprodukt der 2-Methyl-nonansiure angesprochen 
werden mu8. Es ergibt sich daraus, daB nach w-Oxydation der Cy-Kette 
die ganze, durch paarige Verkiirzung entstehende Reihe methyl- 
verzweigter Dicarbonséuren im Harn erscheint. 

Bemerkenswert ist, daB auch 5-Methyl-myristinséure-amid Diacid- 
urie hervorruft, obwohl Myristinsaure selbst nicht mehr zu den mittleren 
Kettenlingen gehért und die Methylgruppe in 5-Stellung bereits als 
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,carboxylfern‘ gelten kann. Durch einmalige f-oxydative Verkiirzung 
entsteht hier jedoch 3-Methyl-laurinsiiure, d.h. eine in £-Stellung 
substituierte Fettsiure mittlerer Kettenlinge, welche die Voraus- 
setzungen zur w-Oxydation besitzt. Dementsprechend ist das héchste, 
papierchromatographisch gefaBte Abbauprodukt eine C,,-Dicarbon- 
siure, fiir welche man die Struktur einer 3-Methyl-sebazinsiure ver- 
muten kann. Man mu8 daher annehmen, daB der oxydative Abbau 
erst beim Durchlaufen der kritischen mittleren Kettenlingen schwer 
oxydable, harnpflichtige methyl-verzweigte Dicarbonsiuren erzeugt. 
Ob in unseren Versuchen durch die Siureamid-Gruppe die Tendenz 
zur w-Oxydation verstaérkt wurde, liBt sich nicht sicher sagen, da die 
beobachtete Diacidurie im allgemeinen gering war. Allerdings belief 
sich im Falle des 4-Methyl-dodecansiure-amids die im Harn gefundene 
Dicarbonsiuremenge auf rd. 10 Gew.-°,, des verfiitterten Amids, wobei 
sich dieser Prozentsatz bei Beriicksichtigung der molaren Verhiltnisse 
noch erhoht. Auffallend ist auch, da wir friiher® nach Fiitterung von 
o-Methyl-myristin- und «-Methyl-stearinsiure als Athylester oder 
Glyceride, zum Teil an den gleichen Hunden, eine erhdhte Aus- 
scheidung atherloslicher Saiuren im Harn nicht fanden, wahrend nach 
Zufuhr von 5-Methyl-myristinsiure-amid, wie die analytischen Daten 
zeigen, ohne Zweifel Schlackenséiuren vermehrt im Harn auftreten. 
Im ganzen gesehen diirfte jedoch auch bei methyl-verzweigten Fett- 
siuren die Umwandlung des Carboxyls in eine Siureamidgruppe keine 
wesentliche Erschwerung des oxydativen Abbaus hervorrufen. 


Beschreibung der Versuche 
Substanzen 


Als Fettsiuren verwandten wir bei Caprin-_ und Laurinsiure handels- 
iibliche Praparate, die wir iiber die Ester reinigten. Aquivalentgewichte: Caprin- 
siure gef. 172,6, ber. 172,3. Laurinsaure gef. 200,8, ber. 200,3. 2-Methyl-nonan- 
siure, 4-Methyl-dodecansiure, 2-Methyl-tridecansiure und 5-Methyl-tetradecan- 
sadure stellten wir in der frither beschriebenen Weise dar*. Darstellung der Amide: 
Uberfiithren der freien Saéure (0,1 Mol) mit SOCI, (0,2 Mol) durch einstiindiges 
Erwarmen bei 80° in das Saurechlorid, abdestillieren des iiberschiissigen SOCI, 
im Wasserstrahlvakuum, aufnehmen des Riickstandes in Dioxan (60 ccm, itiber 
KOH getrocknet und destilliert) oder in Oktan (60 ccm, zweimal destilliert). Lang- 
sames Eintropfenlassen der gekiihlten Lésung in gekiihlte konz. Ammoniaklésung. 
Das Amid fallt kristallin aus, es wird abgesaugt und aus Methanol und Aceton 
umkristallisiert. Darstellung der N-Methylamide: Wie oben, an Stelle von konz. 
NH;-Lésung verwandte man 33-proz. Methylaminlésung. Die Schmelzpunkte 
der Amide sind in Tabb. 1 und 2 angegeben. Alle Schmelz punkte (korr.) im Kofler- 
Apparat bestimmt. 

Verfiitterung 

Grundfutter: Kartoffelbrei mit geringem Zusatz von Liebigs Fleischextrakt. 
Lésen des Amids in Olivenél unter Erwirmen, etwa 2—3 ccm Olivenél pro 1 g 
Amid. Einriihren der warmen Ollésung in den Brei. 


Aufarbeitung des Kotes 
Trocknen im Warmeschrank bei 55—60°. Mahlen, extrahieren im Soxhlet 
(30 Stdn.) mit Ather. Nachextraktion zur Kontrolle der Vollstaéndigkeit. Soxhlet- 


13 G. Weitzel u. J. Wojahn, diese Z. 287, 65 [1951]. 
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Extrakt in 96-proz. Athanol lésen, mit etwas Tierkohle erwarmen, warm filtrieren, 
Kristallisation bei —15°, Absaugen der gebildeten Kristalle, umkristallisieren 
aus Methanol und Aceton. Zur Kontrolle wurde der extrahierte Kot in ,,sauren 
Sulfatkot‘‘> verwandelt und nochmals extrahiert, um etwaige, aus verfiittertem 
Amid freigesetzte Saiuren zu erfassen. Es zeigte sich, daB Amidspaltungen nicht 
in meBbarem Umfange eingetreten waren. 


Aufarbeitung des Harns 


a) Analytische Bestimmung der atherléslichen Saéuren in der Tagesharn- 
menge: Analysen zu je 50 ccm Harn, ausgefiihrt nach unserer frither beschriebenen 
Methode®. 

b) Praparative Aufarbeitung des Harns: EKindampfen des Harns bei schwach 
alkalischer Reaktion auf dem Wasserbade, Ather-Extraktion des mit H,SO, 
angesiuerten Harnkonzentrates im Kutscher-Steudel-Apparat rd. 120 Stdn. 
Trocknen des Atherextraktes mit Na,SO,, nach Abdestillieren des Athers auf- 
nehmen des Riickstandes in absol. Ather, welcher abdestilliert wird, wobei H,O- 
Reste mit iibergehen. Veresterung des Atherriickstandes mit Athanol/Toluol 3: 1 
in der iiblichen Weise. 

Aufnehmen des Estergemisches in alkalisch-wiBrigem Athanol (600 ccm 
96-proz. Athanol, 100 ccm 2-n. NaOH, 300 ccm H,0). Dreimal mit je 100 ccm 
Petrolaither (fortan PA) schiitteln, PA mit Na,SO, trocknen. Zur Kontrolle wurde 
in jedem Falle der im waBrig-alkalischen Athanol verbliebene Anteil zur Trockne 
gebracht und nochmals verestert. 

Abdestillieren des PA, bei geringen Estermengen Verseifung des gesamten 

Estergemisches und Papierchromatographie, bei gréBeren Estermengen frak- 

tionieren der Ester bei 11 mm und 0,5 mm Hg. Verseifen der gewonnenen Ester- 
fraktionen mit athanol. KOH (2-n., 65-proz. Athanol) 2 Stdn. unter RiickfluB. Ab- 
trennen des Unverseifbaren durch Ausschiitteln mit dreimal je 100 ccm PA, ab- 
destillieren von PA-Resten und Athanol, ansiuern mit HCI, ausschiitteln dreimal 
“0 je 100 ccm Ather, abdestillieren des Athers, Kristallisationsversuche. Mutter- 
laugen zur Papierchromatographie. 


Papierchromatographie 


Aufnehmen der Substanzen in 80-proz. wiBrigem Aceton als 2-proz. Lésung, 
auftragen mit Kapillarpipette auf Papier (Schleicher & Schiill Nr. s. u.) etwa 
3cmm, entwickeln mit den folgenden Lésungsmittelgemischen: 


Tab. 3. Lésungsmittel zur Papierchromatographie. 














. ; ; Papier Zeit in Stdn. 
Lésungsmittelgemische S.&8.Nr.| (Methode) 
2 18—22 
A | Xylol-Phenol-85-proz. Ameisensiure 5:5:2 (g/g/v) 2043 b (absteigend) 
B | Xylol-Phenol-85-proz. Ameisensiure 7:3:1 (g/g/v) 2045 b (Dureb lauf) 
2043b mit 72 
C | Isopropanol-Ammoniumcarbonatpuffer* 3:1 (v/v) | HC1+ HF | /)). hlauf) 
gewaschen —— 
2043 b mit 79 
D | n-Propanol-Ammoniumcarbonatpuffer* 3:1 (v/v) | HCl+ HF (Durchlauf) 
gewaschen ; 
2043b mit 36 
E | Tetrahydrofuran-3-n. NH,OH 4:1 (v/v) HCl+ HF (Durchlauf) 
gewaschen 














* 1,5-n. Ammoncarbonat in 3,0-n. NH,OH. 















Bd. 295 (1953) 


Trocknen der entwickelten Chromatogramme bei 40—50° im Luftstrom. 
Die mit Lésungsmittelgemisch A und B entwickelten Chromatogramme wurden 
zweimal 15 Min. mit Wasserdampf behandelt, die mit C, D und E entwickelten 
Chromatogramme 10 Min. auf 150° erhitzt zur Zerstérung des Ammoncarbonats. 
Bespriihen der Bogen mit Methylrot-Reagens (300 mg Methylrot wasserléslich 
in 250 ccm 0,2-mol. Boratpuffer, py 8,0 lésen und mit H,O auf 1000 ccm auf- 
fiillen). Sofortiges Anzeichnen der bald verblassenden roten Flecken. 
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Die einzelnen Fiitterungsversuche 

1. Leer- und Kontrollversuche mit Kartoffelbrei unter Zusatz von etwas 
Liebigs Fleischextrakt (5 g auf 2 kg Kartoffeln) und mit Olivenél (50 cem Oliven- 
6l/Tag in 2 Portionen zu etwa 500 g Kartoffeln und 5 g Liebigs Fleischextrakt). 
Diese Versuche lieferten bei beiden Hunden (O und F) die bereits friiher® in gleicher 
Weise erhaltenen Ergebnisse: Die im Harn ausgeschiedenen atherléslichen Sauren 
entsprechen den bei beiden Hunden beobachteten Leerwerten von rd. 0,9 Milli- 
aquivalent Saure/Tag mit Schwankungen von 0,6—1,5 MA/Tag. Im folgenden 
werden die durch Titration der atherléslichen, aber nicht wasserdampffliichtigen 
und nicht petrolaitherléslichen Sauren des Harns erhaltenen Werte als ,,AR-Werte 
bezeichnet, ausgedriickt in Milliadquivalent Siure/Tag (siehe auch °). 


2. Fiitterungsversuche mit n-Decansdiure-amid 

Fee: Hund F, 6 Versuchstage, 45g n-Decansiure-amid. Davon verfiittert 
am 2. Tage 2 xX 5g, am 3. Tage 2 x 7,5 g, am 4. Tage 2 x 10g, jeweils gelést 
in 10—15 ccm warmem Olivendl. 

AR-Werte: 0,73; 1,20; 1,51; 1,63; 1,49; 0,89 MA Atherlésliche Sauren/Tag. 

Trockenkot: 228 g, Rohextrakt: 39, 4g. Daraus mit Athanol, Methanol und 
Aceton kristallisiert: 

1. Fraktion 11,05 g, Schmp. 98,5—100,5°, Misch-Schmp. 99,5—100,5°. 
2. Fraktion 1,95 g, Schmp. 94,5— 99,5 °. 

Harnaufarbeitung: Die petrolaitherléslichen Ester (0,420 g) wurden trotz 
der geringen Menge fraktioniert und verseift. Aus den freien Saéuren (300 mg) 
lieBen sich Abbauprodukte nicht darstellen. Die Papierchromatographie zeigte 
lediglich Spuren nicht flichtiger Sauren an. 

B. Hund Fr, 9 Versuchstage, 67,5 g n-Decansiure-amid. Davon verfiittert 
am 1. und 2. Tage je 2 x 5g, am 3. Tage 3,5 g, am 4. Tage 4,0 + 5,7 g, am 5. Tage 
4,3 + 5,0 g,am 6. und 7. Tage 2 x 5 g, am 8. Tage 5 g; gelést in je 15 ccm Olivendl. 
Trockenkot: 472,4g. Rohextrakt: 35,6 g. Daraus kristallin: 

1. Fraktion 3,40 g, Schmp. 98,5—99°, Misch-Schmp. 98,0—-99,5°. 
2. Fraktion 1,10 g, Schmp. 98,5—99°, Misch-Schmp. 97,0—98,5°. 

Harnaufarbeitung: Die petrolitherléslichen Ester lieferten 901 mg freie 
Sauren, welche papierchromatographisch untersucht wurden. Neben den im Harn 
stets vorhandenen Spuren nicht fliichtiger Siuren war im Chromatogramm eine 
C,9-Dicarbonsiure deutlich nachweisbar. 


3. Fitterungsversuch mit n-Dodecansiure-amid 
Hund F, 11 Versuchstage, 117 g n-Dodecansiure-amid. Davon verfiittert 
am 2, und 3. Tage je 2 x 5g, am 4. Tage 1 x 5 und 1 x 7,5 g, am 5. bis 7. Tage 
je2 x 10g, am 8. Tage 1 x 10g und 1 x 15g. Jede Amidportion in 10Q—15 ccm 
warmem Olivenél gelést. 
AR-Werte: 0,58; 1,13; 1,12; 1,46; 1,65; 1,52; 1,52; 1,87; 1,30; 1,30;0,81 MA/Tag. 
Trockenkot: 344,8 g, Rohextrakt: 67,0 g. Daraus kristallin erhalten: 
1. Fraktion 20,1 g, Schmp. 100,5—102°, Misch-Schmp. 95—99°. 
2. Fraktion 1,4 g, Schmp. 85—95°. 
3. Fraktion 1,8 g schmierige Kristalle, ohne deutlichen Schmelzbereich. 
Harnaufarbeitung: Die petrolitherléslichen Ester (1,34 g) wurden verseift 
und die Sauren (780 mg) papierchromatographisch getrennt. Die den Dicarbon- 
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siuren Bernstein-, Adipin-, Kork- und Sebazinsiure entsprechenden Fraktionen 
waren deutlich nachweisbar. 

4. Fiitterungsversuche mit n-Decansiure-N-methyl-amid 

Hund Odin, 8 Versuchstage, 35g mn-Decansaiure-N-methyl-amid. Davon 
verfiittert am 2. bis 5. Tage 2 x 2,5 g taglich, am 6. Tage 2 x 5g, am 7. Tage 
2x 2,5g. Jede Portion gelést in 10—15 ccm Olivendl. . 

AR-Werte: — ; 0,99; 0,99; 0,80; 1,40; 0,78; 0,87; 1,48; 0,51. MA/Tag. 

Trockenkot: 205,8 g, Rohextrakt: 9,5 g. Daraus lieB sich kristallines Material 
nicht gewinnen, man erhielt 2 g einer schmierigen Masse. 

Harnaufarbeitung: Aus den petrolatherléslichen Estern fielen 140 mg freie 
Sauren an, die papierchromatographisch getrennt wurden. Man fand alle gerad- 
zahligen Dicarbonsaéuren von C, bis Cj9, aber auch ungeradzahlige (C,, Cy) waren 
vorhanden mit deutlicher Erhéhung gegeniiber dem Normalharn (Leerversuch 
mit Kartoffelbrei) des gleichen Hundes. Die Bernsteinsiure-Fraktion tiberstieg 
die im Normalharn iibliche Menge. 

5. Fiitterungsversuch mit n-Dodecansaiure-N-methyl-amid 

Hund F, 8 Versuchstage, 24 g n-Dodecansiure-N-methyl-amid. Davon ver- 
fiittert am 2. Tage 3g, am 3. Tage 2 x 3g, am 4. Tage 1 x 5g, am 5. Tage 
2x 3g, am 6. Tage 1 x 4g. Jede Portion gelést in je 1O—15 ccm Olivendl. 

AR-Werte: 0,72; 1,14; 1,04; 1,23; 1,01; 0,83; 1,23; 0,70 MA/Tag. 

Trockenkot: 228 g, Rohextrakt: 7,0 g. Daraus kristallisiert: 

1. Fraktion 50 mg, Schmp. 60—68°, Misch-Schmp. 60—69°. 
2. Fraktion 1,45 g, Schmieren mit einzelnen Kristallen, zu unrein fiir Schmp.- 
Bestimmung. 

Harnaufarbeitung: 1,06 g petrolitherlésliche Ester, nicht fraktioniert. Die 
daraus erhaltenen 560 mg freie Sauren lieferten bei der Papierchromatographie 
reichlich Bernsteinsiure sowie Spuren von Adipin-, Kork- und Sebazinsaure. 

6. Fiitterungsversuch mit 2-Methyl-nonansaure-amid ; 

Hund Odin, 15 Versuchstage, 109g 2-Methyl-nonansiure-amid. Davon 
verfiittert am 2. Tage 2 x 2,5 g,am 3. Tage 2 x 3g, am 4. und 5. Tage je2 x 4g, 
am 6. Tage 2 x 5g, am 7. Tage 2 x 7,5 g, am 8. bis 11. Tage je 2 x 4g, am 
12. Tage 2 x 5g, am 13. Tage 2 x 7,5 g. Jede Amidportion gelést in 10—15 cem 
Olivendol. 

AR-Werte: 0,70; 1,78; 4,04; 4,24; 4,24; 4,82; 6,29; 3,75; 3,38; 4,47; 3,87; 
4,15; 5,19; 0,98; 1,11 MA/Tag. 

Trockenkot: 480,0 g, Rohextrakt: 16,7 g. Daraus lieB sich kristallin gewinnen: 

1. Fraktion 150 mg, Schmp. 74—76°, Misch-Schmp. 70—76°. 
2. Fraktion 1 g, Schmp. 57—61°, Misch-Schmp. 57—64°. 

3. Fraktion 1,8 g, Schmp. zu unscharf, schmierige Kristalle. 
4, Fraktion 1,1 g, nicht kristalline Schmiere. 

Harnaufarbeitung: Die petrolitherléslichen Ester wurden fraktioniert 
destilliert. 





daraus freie | Davon papierchromatogr. isoliert 


Sauren C,o-Frakt. C,-Frakt. | C,-Frakt. 





Ester 








143—185°/0,5 mm = praktisch nichts — -- 
185—193°9/0,5 mm = 1,1 g 735 mg -- - — 
4,55 g| 3014 mg 
Die aus den Estern gewonnenen freien Sauren wurden papierchromato- 
graphisch untersucht: 


1. 100—1189/0,5 mm = 0,55 g| 322mg | etwa 20,0% | 12,1% 3,7% 
2, 118—135°/0,5mm = 1,0g | 594mg 32,3% | 7,9% 1,8% 
3. 135—143°/0,5 mm = 1,8g | 1363 mg 43,7% | 4,4% 1,6% 
4, ain 
5 
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1. Fraktion: Dicarbonsiuren C,, C; und C, in geringer Menge vorhanden. Dabei 
handelt es sich bei C, und C, um Bernstein- und Methyl]-glutarsaure. 

2. Fraktion: Nur noch wenig C, und C,;, etwas mehr C, und Cg, deutlich vor- 
handen Cy. Bei Cg und C,, liegen vermutlich Methylpimelin- und Methyl-azelain- 
siiure vor. 

3. Fraktion: Wenig C, und C,, deutlich Co. 

5. Fraktion: Nur noch Spuren von C, und Cg, sehr deutlich Cp. 





Praparative Isolierung von (,, C, und Cy, 


Die Fraktionen 1—3 (je 60—100 mg in 2-proz. Lésung in 80-proz. Aceton) 
wurden streifenférmig auf der Startlinie von S. & S.-Papier Nr. 2045b aufgetragen 
und mit Lésungsmittel-Gemisch B 32 Stdn. entwickelt. Nach der iiblichen Be- 
handlung der Bogen wurde ein 2cm breiter Mittelstreifen ausgeschnitten und 
mit dem Methylrot-Reagens die Lage der Zonen ermittelt. Anzeichnen der Zonen 
auf dem nicht gefairbten Bogen unter der UV-Lampe, ausschneiden, zerkleinern 
und im Soxhlet mit Aceton 72 Stdn. extrahieren. Abdestillieren des Acetons, 
trocknen i.V. iiber P,O;, aufnehmen in siedendem Ather, filtrieren, verjagen des 
Athers. Kristallisationsversuche. 

Fraktion C, 9: Man erhielt durch dreimaliges Kristallisieren aus konz. 
HCl und Behandeln mit Tierkohle farblose Kristalle. Schmp. 68—69°. 5,514 mg 
Sbst.: 12,02 mg CO,, 4,49mg H,O. — 19,69 mg Sbst. verbr. 1,94 cem 0,1-n. 
NaOH. 

CyoH,,0, (202,4). Ber. C 59,38, H 8,97, Aquiv.-Gew. 101,1. 

Gef. C 59,49, H 9,11, Aquiv.-Gew. 101,3. 

Diamid. Zweimal aus Essigester und zweimal aus Aceton umkristallisiert. 
Schmp. 157—158°. 

3,014 mg Sbst.: 0,370 com N, (korr.), 24°, 744 mm (red.). 

Cy 9H.,0,N, (200,3). Ber. N 13,99 Gef. N 13,81. 

Fraktion C,: Synthetische 2-Methyl-glutarsiure iiberfiihrte man mit SOCI, 
und NH,OH (wie oben) in das Gemisch von Diamid und Imid. Das unseres Wissens 
noch nicht beschriebene 2-Methyl-glutarsiure-imid wurde durch mehrmaliges Be- 
handeln des i. V. eingedampften und getrockneten Gemischs von Imid, Diamid 
und NH,Cl mit siedendem Ather abgetrennt, wobei das Imid in Nadeln aus- 
kristallisierte. Die Kristalle wurden durch dreimalige Sublimation im Kofler- 
Schmelzpunktapparat bei 80—110° gereinigt. Schmp. 100,5—101,5° (im zuge- 
schmolzenen Réhrchen). 

2-Methyl-glutarsiure-imid aus Harn; Schmp. 98—99°. Misch-Schmp. 100— 
101°. Analyse des synthetischen 2-Methyl-glutarsiure-imids: 

4,898 mg Sbst.: 10,19 mg CO,, 3,17 mg HO. — 3,968 mg Sbst.: 0,382 cem N, 
(korr.), 24°, 755 mm (red.). 

C,H,O.N (127,1). Ber. C 56,68, H 7,14, N 11,02. 

Gef. C 56,77, H 7,24, N 10,99. 

Die Fraktionen C9, Cs, C, wurden nach Umkristallisieren nochmals papier- 
chromatographisch in den in Tab.3 genannten Lésungsmittelsystemen A—E 
und in F; Isoamylalkohol-5-mol. Ameisensiure 2:1 (v/v) auf Einheitlichkeit ge- 
priift. Cy) erwies sich als vollig einheitlich, C, (kristallisiert aus Ather/Petrolather) 
zeigte Spuren von Verunreinigungen, stimmte aber mit synthet. 2-Methyl-glutar- 
siure gut tiberein*. C, lieB sich im Lésungsmittelsystem F (s. 0.) auftrennen in 


* Nachtrag b. d. Korr.: Inzwischen fanden wir in dem Gemisch: Isoamy]- 
formiat-Wasser-10)-proz. Ameisensiure 7:1:2 (v/v/v) ein Lésungsmittelsystem, 
das die einwandfreie Trennung der beiden Isomeren: 2-Methyl-glutarsiure und Adi- 
pinsiure und damit die Identifizierung der C,-Dicarbonsiuren gestattet. 

Rsg-Werte: Adipinsiure 49,5 
2-Methyl-glutarsiure (synthet.) 61,5 
2-Methyl-glutarsiure (aus Harn) 61,0 
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Bernsteinsiure und Methylmalonsiure, wie der Vergleich mit synthet. Methyl- 
malonsaure zeigte. Als weiterer Hinweis darf die Fluoreszenz der Flecken von 
(,-Dicarbonséure auf den mit Lésungsmittelsystem B entwickelten Chromato- 
grammen gelten. Synthetische und natiirliche Methyl-malonsaure fluoreszieren 
im UV-Licht, Bernsteinsiure nicht in vergleichbaren Konzentrationen. 







































Tab. 4. Rg-Werte* der aus den Chromatogrammen isolierten Dicarbonsiuren 
(Fiitterungsversuch mit 2-Methyl-nonansaure-amid). 























: Bern- | Methyl- 
Lisungs-lq  Frakt.** ||C,-Frakt. | Methyl ic rakt, | Stein- | malon- 
mittel- |""Sus Harn || aus Harn| Starsdure, |! 445 Harn| S4ure — 
system synth. 
synthetisch 
A 103,0 72,5 73,0 46,5 46,5 46,0 
B 106,0 50,5 51,5 19,5 21,0 19,5 
C 96,5 36,0 36,0 18,5 18,5 17,0 
D 95,5 26,0 28,0 13,5 12,0 13,0 
E 97,0 60,5 60,0 44,0 43,0 46,5 
F -- 90,5 91,5 67,0; 81,5 66,5 81,5 














* R-Werte bezogen auf Sebazinsiiure (Rgepazinsiure = 190). 
** Synthetisches Produkt stand noch nicht zum Vergleich zur Verfiigung. 


7. Fiitterungsversuch mit 4-Methyl-dodecansaure-amid 
Hund Odin, 13 Versuchstage, 25g 4-Methyl-dodecansiure-amid. Davon 
verfiittert am 2. bis 6. Tage je 5 g, gelést in je 10 cem warmem Olivendl. 
AR-Werte: 0,75; 1,82; 2,15; 2,05; 2,14; 2,81; 1,55; 1,40; 1,45; 1,44; 1,20; 
0,92; 0,65 MA/Tag. 
Trockenkot: 344,0 g, Rohextrakt: 17,8 g. Daraus gewonnen: 
1. Fraktion: 300 mg, Schmp. 60—68°, Misch-Schmp. 50—57,5°. 
2. Fraktion: 1,9 g, nicht kristalline braune Schmieren. 
Harnaufarbeitung: Die petrolitherlislichen Ester wurden fraktioniert 
destilliert: 





Ester daraus freie Sauren 








1. 99—1229/12mm =1,lg 640 mg 
2. 122—1459/12 mm = 1,1 g 540 mg 
3. 145—165°/12 mm = 0,9 g 480 mg 
4. 130—162°/0,5 mm = 1,4¢g 900 mg 

4,5 g 2560 mg 


Aus den Dicarbonsiuregemischen der Esterfraktionen 1—3 lieB sich pra- 
parativ kristallisierte Bernsteinséure gewinnen. Diese zeigte nach Umkristallisieren 
aus Essigester und Aceton den Schmp. 186—188°, Misch-Schmp. 187—188°. 
Weitere Fraktionen besaBen die gleichen Schmelzpunkte. Ausbeute insgesamt: 
40mg. 5,421 mg Sbst.: 8,11 mg CO,, 2,53 mg H,0. 

C,H,O, (118,09). Ber. C 40,67, H 5,08. 
Gef. C 40,82, H 5,22. 

Aus Esterfraktion 4 erhielt man 900 mg freie Saiuren, welche auf Grund des 
Papierchromatogramms folgende Dicarbonsiuren enthielten: C, in Spuren, 
gréBere Mengen C, und Cy. Bei den letzteren diirfte es sich um methylierte Adipin- 
und Korksaiuren handeln. 

In den nach Abtrennung der Bernsteinsiure erhaltenen Mutterlaugen lieBen 
sich papierchromatographisch ebenfalls die Dicarbonsiiuren C, und C, nachweisen. 
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8. Fiitterungsversuch mit 2-Methyl-tridecansiure-amid 

Hund Fiffi, 8 Versuchstage, 25 g 2-Methyl-tridekansiure-amid. Davon ver- 
fiittert am 2., 3. und 4. Tage je 2 x 2,5g, am 5. Tage 2 x 5g. Jede Portion 
gelést in 10—15 cem warmem Olivendl. e 

AR-Werte: 0,69; 1,43; 1,67; 1,27; 0,99; 1,68; 0,94; 0,66 MA/Tag. 

Trockenkot: 344,5g, Rohextrakt: 19,7 g. Daraus kristallin gewonnen: 

1. Fraktion 1,3 g, Schmp. 91—92°, Misch-Schmp. 90,5—93°. 
2. Fraktion 0,7 g, Schmp. 88—90,5°, Misch-Schmp. 88—93,5° 
3. Fraktion 0,52 g, Schmp. 91—93°, Misch-Schmp. 91—94°, 
4. Fraktion 1,2 g, Schmp. 74—86°, Misch-Schmp. 78—91°. 

Harnaufarbeitung: Die petrolitherléslichen Ester (1,25 g) wurden durch 
Destillation in 2 Fraktionen zerlegt: 

1. 135—165°/0,5 mm = 0,45 g, daraus 0,28 g freie Sauren. 
2. 165—212°/0,5 mm = 0,5 g, daraus 0,30 g freie Sauren. 

Aus beiden Saurefraktionen gewann man praparativ kristallisierte Bern- 
steinsiure, zus. 24mg. Umkristallisiert aus Essigester und Aceton. Schmp. 
186—187,5°, Misch-Schmp. 187—188°. Die Papierchromatographie der Mutter- 
laugen zeigte keine vom Normalharn abweichenden Flecken. 


9. Fiitterungsversuch mit 5-Methyl-tetradecansaure-amid 
Hund Fiffi, 9 Versuchstage, 22,5 ¢ 5-Methyl-myristinsiure-amid. Davon 
verfiittert am 2. Tage 2 x 2,5 g, am 3. Tage 1 x 2,5g, am 4. Tage 2,5 + 1,2 g, 
am 5. und 6. Tage je 2 x 2,5 g, am 7. Tage 1,3 g. Jede Portion gelést in 10 com 
Olivenédl. f 
AR-Werte: 1,23; 1,22; 3,62; 2,78; 1,92; 5,35; 2,48; 3,36; 1,66 MA/Tag. 
Trockenkot: 560g. Das Vorhandensein von nicht resorbiertem Amid lie8 
sich in diesem V-rsuch nicht nachweisen. 
Harnaufarbeitung: 3,0 g petrolitherlésliche Ester durch Destillation in zwei 
Fraktionen zerlegt: 
1. 100—168°/12 mm = 0,4 g, daraus 0,22 g freie Sauren. 
2. 130—180°/0,5 mm = 1,7 g, daraus 1,32 g freie Siuren. 
Beide Siaurefraktionen wurden papierchromatographisch untersucht. 
Fraktion 1: Geringe Mengen der Dicarbonsiuren C, sowie C;, Cz, Cy und C4. 
Fraktion 2: Spuren von C,, geringe Mengen C, und Cy, dazu C,,. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sach- 
beihilfe. 


Zusammenfassung 


Die Amide und N-Methyl-amide von n-Decan- und n-Dodecan- 
siure sowie die Amide von 2-Methyl-nonan-, 4-Methyl-dodekan-, 
2-Methyl-tridecan- und 5-Methyl-tetradecansiure wurden an Hunde ver- 
fiittert, die nicht resorbierten Anteile im Kot bestimmt, die taglichen 
Harnvolumina analytisch auf ausgeschiedene Abbauprodukte gepriift 
und der Harn praparativ aufgearbeitet. 

Die methylverzweigten Fettsiure-amide riefen stirkere Diacidurie 
hervor als die geradkettigen. 

Durch die Umwandlung des Carboxyls in die Siureamidgruppe trat 
bei den genannten Verbindungen eine wesentliche Erschwerung des 
Abbaus im intermediiaren Stoffwechsel nicht ein. Jedoch besteht der 
Eindruck, daB die beobachtete Diacidurie etwas stirker ausgepragt 
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war als bei Verfiitterung entsprechender Fettsiure-glyceride oder 
-ithylester. Insbesondere lieB sich nach Zufuhr von Verbindungen 
(z. B. Laurinsiure-amid, 5-Methyl-myristinsiure-amid), deren Ester 
beim Hund bisher nicht als diacidogen galten, die Ausscheidung von 
Dicarbonsiéuren in den Harn nachweisen. 

Auf papierchromatographischem Wege konnten die ausgeschiedenen 
Dicarbonsauren in die jeweiligen, durch 6-Oxydation paarig verkiirzten 
Homologen getrennt werden. 

Die im Harn ausgeschiedene Bernsteinsiure tiberstieg zumeist 
nach Zufuhr der geradkettigen, zum Teil auch der verzweigtkettigen 
Siureamide die im Normalharn iibliche Menge. 


Beitrage zur Pathologie des Fettstoffwechsels. 
Phytol, ein neuer lipotroper Faktor der Nahrung 
Von 
Karl Bernhard und Giinther Ritzel 


Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Basel 
und dem schweizerischen Vitamininstitut 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. August 1953) 
Herrn Professor Karl Thomas zum 70. Geburtstage 


Unter den natiirlich vorkommenden chemischen Verbindungen, 
welche alimentir bedingte Leberverfettungen zu verhindern oder zu 
beheben vermdégen, steht das Cholin an erster Stelle!. Stoffe, die zu 
seiner Entstehung in vivo beitragen, wie das Methionin oder das 
Glykokoll-Betain, werden gleichfalls als lipotrop bezeichnet. 

Aufgenommenes Cholin wird rasch in die Leberphosphatide ein- 
gebaut?, seine die Fettleberbildung verhindernde Eigenschaft daher 
als Steigerung der Synthese der Phospholipide gedeutet, welche sich 
am Abtransport des Fettes aus der Leber maBgebend beteiligen sollen. 
Nachdem indessen letztere Funktion durch Untersuchungen von 
Chaikoff und Mitarbeiter? stark in Frage gestellt ist, vermégen die 
erwihnten Erklirungen der lipotropen Wirksamkeit des Cholins und 
des Inosites (bekanntlich auch ein Bestandteil der Phospholipide) 
kaum zu befriedigen. 

Der Fettgehalt der Leber ist von entgegengerichteten Vorgaingen 
beeinfluBt. Fettzufuhr und Fettsynthese stehen dem Abtransport 


1C.H. Best u. C.C. Lucas, Choline. Chemistry and Significance as a 
Dietary Factor, Vitamins and Hormones 1, 1—58 [1945]; M. Guggenheim, 
Die biogenen Amine, 4. Aufl. 1951, pg. III ff. 

2 De W. Stetten, J. biol. Chemistry 140, 143 [1941]. 

3 D. B. Zilversmit, I. L. Chaikoff u. C. Entenman, J. biol. Chemistry 
172, 637; 176, 193 [1948]. 
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bzw. dem oxydativen Abbau gegeniiber. Es ist durchaus denkbar, 
lipotrope Verbindungen besifen einen oxydationsfordernden Einfluf, 
und eine alipotrope Nahrung fiihre infolge verminderten Fettabbaues 
zu Leberverfettung. 

Levy‘ beobachtete bei Cholin-Mangeltieren nur eine geringe 
Bereitschaft der Leber zur Oxydation von Natriumoctanat. In vitro 
lieB sich durch Cholin indessen keine Steigerung herbeifiihren. Ganz 
kirzlich untersuchte Artom® die CO,-Bildung von Leberschnitten 
und Leberhomogenat in Gegenwart von 14C-signiertem Natrium- 
stearat. Er fand bei Verwendung von Lebern cholinreich ernaihrter 
Ratten eine gréBere Radioaktivitaét der Kohlensaure als bei Versuchen 
mit Organen von Mangeltieren. Unmittelbar vor dem Tode erfolgte 
Cholin-Injektion bewirkte eine starke Steigerung der Stearat-Oxydation. 

Das sog. ,,Lipocaic von Dragstedt® verdankt seine Wirkung, 
wie kiirzlich Wick? zeigte, seinem Gehalt an Cholin und Inosit. Ein 
von Chaikoff und Entenman® beschriebener ,,antifatty liver 
factor“ aus Pankreas stellt offenbar ein proteolytisches Ferment dar 
ohne spezifische Eigenschaften, da sowohl mit Papain als mit krist. 
Trypsin® analoge Effekte erzielt wurden. Eine hormonale Beein- 
flussung des Leberfettgehaltes von seiten der Bauchspeicheldriise ist 
jedenfalls bis heute noch nicht bewiesen. 

Wenn wir in der lipotropen Wirkung eine Beschleunigung des 
Fettabbaues in der Leber sehen wollen, ist die Annahme berechtigt, 
auch andere Verbindungen auBer Cholin oder Inosit verméchten Leber- 
verfettungen zu verhindern oder zu beseitigen, und es schien uns nicht 
aussichtslos, weitere Nahrungsbestandteile auf eine diesbeziigliche 
Eigenschaft zu untersuchen. 

Phytol und Squalen sind kérpervertraute Verbindungen mit 
Methylverzweigungen, letzteres wird, wie Bloch?°® kirzlich zeigte, 
von Mausen aufgebaut und in der Leber gespeichert. Phytol ist mit 
Chlorophyll verestert, ein Bestandteil griiner Pflanzen und stellt ferner 
die Seitenkette gewisser Vitamine dar. 


Es ist zweifellos von Interesse, auch iiber das Stoffwechselverhalten 
solcher quantitativ unwesentlich in Erscheinung tretender Substanzen 
orientiert zu werden, weshalb wir einerseits Phytol an Hunde ver- 


4M. Levy, Arch. Sci. physiol. 7, 63 [1953]. 

> C,Artom, Nature [London] 171, 347 [1953]. 

§ J. van Prohaska, L. R. Dragstedt u. H. P. Harms, Amer. J. Physiol. 
117, 166 [1939]; L. R. Dragstedt, J. van Prohaska u. H. P. Harms, Amer. 
J. Physiol. 117, 175 [1936]; D.F.Clark, M.L.Eilert u. L.R. Dragstedt, 
Amer. J. Physiol. 144, 620 [1945]. 

* A.N. Wick, Arch. Biochemistry 20, 113 [1949]. 

8 J. L. Chaikoff u. C. Entenman, Antifatty-Liver Factor of the Pancreas, 
Advances in Enzymol. 8, 171—202 [1948]. 

® L.Montgomery, C.Entenman, I.L.Chaikoff u. H. Feinberg, 
J. biol. Chemistry 185, 307 [1950]. 
10 R. G. Langdon u. K. Bloch, J. biol. Chemistry 200, 129, 135 [1953]. 
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fiitterten, anderseits solches mit Deuterium signierten und an Ratten 
verabreichten. Dabei stellten wir fest, daB dieser Alkohol gut resorbiert 
und weitgehend abgebaut wird. Wir haben indessen in ausgedehnten 
Versuchen an Ratten eine deutliche lipotrope Wirkung des Phytols 
beobachtet, woriiber wir im folgenden berichten wollen. 


Beschreibung der Versuche 
(mitbearbeitet von Frl. D. Kuhn und Fri. U. Olbrecht) 
Erzeugung der alimentair bedingten Fettleber 
WeiBe Ratten wurden mit einer Diait nach Best", bestehend aus 


Casein, gereinigt (fett- und vitaminfrei) 8% 
Golntinewtovtirol <2... 2. 4 5 3 8 i es 12% 
Saccharose, rein ............ 73% 
Salzmischung nach McCollum ..... 5% 
so Dido 2 a ar a em 2% 
ee ee ae ee 0,015% 


und geniigend Vitaminen des B-Komplexes (Becozym Roche) ernahrt. Im Ver- 
laufe von 20 Tagen trat deutliche Leberverfettung ein. Gleiche Tiere erhielten 
zusitzlich mit diesem Futter Phytol oder Cholin. Der EinfluB des letzteren auf die 
Fettleber ist aus den Arbeiten von Best und Mitarbeitern bekannt und diente 
uns zweckmaBig zur Beurteilung einer diesbeziiglichen Wirkung des gepriiften 
Alkohols, 

Wir fiihrten sowohl prophylaktische als kurative Versuche durch. Die Tiere 
befanden sich dabei in Einzelkafigen und hatten ad libitum Trinkwasser zur Ver- 
fiigung. Das Futter, ein harter Kuchen, wurde in hinreichender Menge verabreicht 
und zumeist gut gefressen. Alle Ratten wurden in Abstinden von 2—3 Tagen 
gewogen. 

Fettleberbildung durch partielle Hepatektomie 

Da bei der Rattenleber die einzelnen Lappen durch schmale Gewebsbriicken 
voneinander getrennt sind, ist dieses Tier fiir eine teilweise Entfernung der Leber 
bis auf einen Restbestand von 30—40°% geeignet. In letzterem tritt im Verlaufe 
von 48—60 Stdn. ein Anstieg des Lipidgehaltes von 3 auf etwa 7°% ein!?. 

Junge, etwa 60—80 g schwere, weiBe, mannliche Tiere wurden in Athernarkose 
laparatomiert und die beiden gré8ten Leberlappen (Lobus medianus et sinister) 
dorsal am Lappenstiel doppelt umschlungen. Die Ligaturen befanden sich in einem 
gegenseitigen Abstand von etwa 1 mm und es folgte scharfe Durchtrennung zwischen 
diesen beiden Unterbindungsstellen. Die Bauchwunde wurde schichtweise ver- 
schlossen. Die Atherempfindlichkeit der Tiere ist begreiflicherweise nach der 
Exstirpation gesteigert, und bei der Weiterfiihrung der Narkose ist daher Vorsicht 
geboten. Die Mortalitat ist aber gering und betrug weniger als 5°/,. Das exstirpierte 
bzw. verbleibende Lebergewebe wurde auf seinen Lipidgehalt untersucht. 

Wir haben normal ernihrte Ratten in der geschilderten Weise operiert und 
etwa 60 Stdn. spiter getétet. Einige erhielten einen Tag vor, wahrend und 24 Stdn. 
nach dem Eingriff Phytol oder Cholin, die Kontrollen cholinfreies Futter. 


Leber-Untersuchung 


Die Ratten wurden nach Beendigung der Versuche decapitiert und aus- 
geblutet. Die abgetrennten Lebern extrahierten wir nach Behandlung mit Aceton 
11 C,H. Best, C.C. Lucas, J.H. Ridout u. J.M. Patterson, J. biol. 
Chemistry 186, 317 [1950]. 
2 FE. P. Ralli u. M. E. Dumm, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 77, 188 [1951]. 
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erschépfend im Soxhlet mit Ather. Die erhaltenen Extrakte wurden eingedampft, 
der Riickstand mit Ather aufgenommen, die atherische Phase mit etwas gegliihtem 
Natriumsulfat getrocknet, eingedampft und im Vakuum zur Gewichtskonstanz 
gebracht. Die Bestimmungen der Jodzahl erfolgten nach den Angaben von 
Hahnus?%, diejenigen des Cholesterins nach Schénheimer und Sperry™. 

Die histologischen Priifungen, die in einzelnen Fallen vorgenommen wurden, 
verdanken wir Herrn Prof. Dr. med. vet. H. Stiinzi, Vorsteher des Veterinar- 
pathologischen Institutes der Universitat Ziirich. 


Phytol, Isophytol, Cholin usw. 
Phytol*, Isophytol, Oleylalkohol und Cholin gelangten analysenrein zur 
Verwendung. 


Ergebnisse 

a) Prophylaktische Versuche 

Die Untersuchungen begannen damit, da8 wir uns von der Entstehung einer 
Fettleber unter dem EinfluB der erwahnten cholinarmen, kohlenhydratreichen 
Nahrung iiberzeugten, indem wir in den Lebern von 10 jungen mannlichen Ratten 
nach 20 Tagen im Mittel 16,5°% Lipide (JZ 48,5—49,5) fanden. Ein Zusatz von 
1°% Cholin zur Diat verhinderte die Leberverfettung véilig, bei 10 in dieser Weise 
ernahrten Ratten wiesen die Lebern im Mittel 3,2°/, Lipide auf, deren Jodzahl 
54,4—55,1 betrug. 

Ein erster prophylaktischer Versuch erstreckte sich auf 30 mannliche und 
weibliche Tiere, die in drei Gruppen mit der Grunddiat allein oder mit Zugaben 
von 0,5°% Cholin bzw. 0,8% Phytol gefiittert wurden. Er dauerte 20 Tage, die 
Aufarbeitung von je 5 Tieren erfolgte gemeinsam. Die Ergebnisse zeigt Tab. 1. 


Tab. 1. Versuch 1. Fiitterung von durch Cholin- bzw. Phytol-Zusatze erginzter 
alipotroper Nahrung an weibliche und miannliche Ratten mittleren Gewichtes. 









































Tiere Leber-Lipide 
Fiitterungsart | , Gewicht g Gew.- |Leber- 
| No. An- zunahme | gew. g % JZ 
fi Ende g g 
ang 
=e -u.i|m| 1— 5| 713 | 782 69 | 31,3 | 3,62 | 11,6 | 54,2 
Grunddiatallein| | ¢—10| 607 | 626 | 19 | 27,3 | 4.57 | 16,8 | 59,2 
Satend Ooo, m}11—15| 708 | 836 | 128 | 29,8 | 1,34 | 4.5 | 53,2 
nage 0.87 |w!16—20} 600 | 650 50 | 25,7 | 0,95 | 3,7 | 51,2 
Grant, Gy” | m|21—25| 722 | 782 60 | 32,9 | 1,99 | 60 | 57,8 
Phytol’? | ¥ [26-30] 613 | 655 42 | 27,4 | 1,88 | 6,9 | 63,5 


Bei einem zweiten Versuch ernahrten wir je 50 Tiere mit Grunddiat, ent- 
haltend 19% Phytol bzw. Isophytol wahrend 20 Tagen und fiihrten gleichzeitig 
Kontrollversuche mit Grunddiaét und mit Grunddiat und 0,594 Cholin durch. 
Aus Tab. 2 sind die Anfangs- und Endgewichte der Tiere sowie diejenigen der 
Lebern ersichtlich. 


13 Kinheitliche Untersuchungsmethoden fiir die Fett- und Wachsindustrie, 
Stuttgart 1930, S. 92. 

14. R. Schénheimer u. W. M. Sperry, J. biol. Chemistry 106, 745 [1934]. 

* Wir danken der Firma F. Hoffmann-La Roche &Co. A.-G., Basel, 
bestens fiir die Uberlassung des Phytols. 
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Tab. 2. Versuch 2. Verhinderung alimentiar bedingter Fettleber-Bildung bei 
mannlichen Ratten durch Cholin-, Phytol- oder Isophytol-Gaben. 





























Versuchs-Tiere Lebergewicht 

Fiitterungsart Anzahl Gewicht g Gew.- in % des 

zu Be-| am |zuBe-| am | Diff. 8 Korper- 

ginn | Ende | ginn |Ende| & gewichts 
Gronddiat ....... 10 10 | 80,2 | 84,4 |+ 4,2) 4,49 5,3 
Grunddiat + 0,5% Cholin | 10 10 | 76,5 | 90,6 |+ 14,1] 3,75 4,1 
Grunddiat + 1,0°% Phytol] 50 | 49 | 82,2 | 77,8 |— 4,41 3,46 | 4,4 

Grunddiat = 1 O% Iso- 

phytol... . .| 50 45 | 81,2 | 65,4 |— 15,8] 2,99 4,6 





Der Leber- Lipidgehalt betrug bei den Kontrollen (Grunddiat-Tiere) 11,5, 
7,0, 19,8, 15,9, 26,6, 19,5, 14,1, 16,9, 18,3 und 10,8 oder im Mittel 16,4°%, bezogen 
auf das F euchtgew: icht. Bei den , ,Cholintieren“ fanden wir 5,0, 3,0, 9,0, 3,3, 3,3, 
3,3, 4,8, 3,2, 3,3 und 3,1, im Mittel also 4,2%. Die Lebern der Phytoltiere wiesen 
folgende Lipidgehalte auf: 6,2, 8,0, 10,2, 14,6, 9,2, 6,0, 7,5, 5,9, 6,7, 7,2, 8,6, 5,6, 
10,8, 9,6, 13,9, 9,8, 8,6, 4,0, 4,3, 5,4, 5,6, 8,3, 11,5, 6,1, 11,4, 12,9, 6,5, 10,0, 11,8, 
12,8, 5,1, 8,9, 6,1, 9,4, 8,1, 8,3, 5,0, 8,9, 6,4, 10,2, 6,7, 3,0, 6,0, 8,2, 13,4, 5,5, 9,4, 
6,7, 6,6. Das Mittel betragt somit 8,2%. 

Die Lebern der Isophytol-Tiere ot 1.0, 6:5, 46. 919. 3:3. EL1, 10:7, 
4,9, 7,1, 7,9, 6,1, 2,6, 4,1, 3,8, 9,5, 4,1, 4,8, 5,3, 6,9, 4,6, 8,3, 7,8, 6,4, 11,0, 5,2, 
3,3, 8,4, 2,7, 10,7, 4,6, 10,8, 3,5, 4,6, 3,5, 6,0, 4,3, 9,0, 2,6, 11,3, 4,3, 6,9, 4,6, 6,4, 
5,8 und 5,6% / Lipide oder im Mittel 6 3%. 

Zur J od: *Zahl und Cholesterin-Bestimmung wurden innerhalb der vier Gruppen 
Lipide mit ahnlichen Gewichten vereinigt. Die festgestellten Werte ergeben sich 
aus der Tabelle 3. 


Tab. 3. Versuch 2. Jod-Zahlen und Cholesterin-Gehalte der Leberlipide. 














- Lipide 
Fiitterungsart 
Jodzahl °% Cholesterin 
Gyrgiiel fc 1 eae ae 69,3, 67,4, 67,5, 60,7 2,4, 2,3, 2,8, 2,1 
Grunddiaét + Cholin. .... 74,2, 65,2 6,3, 5,0 
Grunddiaét + Phytol .... 79,0, 77,6, 75,4, 72,6 5,2, 4,7, 5,3, 3,2 
Grunddiat + Isophytol .. . 88,3, 82,0, 75,1, 82,8 8:7, 7,5; '5;2; 50 


Bei einem dritten prophylaktischen Versuch, welcher 19 Tage dauerte, 
applizierten wir das Phytol in taglichen Mengen von 50—60 mg mit der Schlund- 
sonde. Es gelangten drei Gruppen zu je 20 Ratten zum Einsatz. Fiir die mittleren 
Anfangs- und Endgewichte, die Lebergewichte usw. sei auf Tab. 4 verwiesen. 


Tab. 4. Versuch 3. Fiitterung alipotroper Nahrung und tagliche Phytolgaben 
mit der Schlundsonde an etwas Altere mannliche Ratten. 



































Versuchs-Tiere Lebergewicht 
Fiitterungsart Anzahl Gewicht g Gew.- in % des 
zu Be-| am |zuBe-| am | Diff. | g | Korper- 
ginn | Ende} ginn |Ende| & gewichts 
Grunddiét ....... 20 20 103 120 | +17] 5,52 4,6 
Grunddiat + 0,5% Cholin} 20 20 103 128 | + 25] 5,22 4,1 
Grunddiat + 50—60 mg 
pr cPie Se en ce 20 20 103 124 5,70 
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Die Leberlipid-Gehalte betrugen bei den Kontrollen 18,2, 16,8, 17,9, 10,7, 
9,7, 13,8, 5,8, 8,7, 14,4, 6,8, 14,0, 14,3, 7,0, 13,4, 14,4, 25,2, 16,9, 11,3, 12,1 und 10, 
im Mittel 18,1%. Im Gegensatz fanden wir bei den mit Cholin versehenen Kon- 
trollen: 2,4, 3,8, 4,4, 3,7, 3,2, 4,4, 4,3, 4,3, 7,5, 4,3, 6,3, 5,2, 4,2, 3,0, 4,8, 5,4, 4,0, 
5,9, 5,9, 7,2, d. h. im Mittel 4,7°, Lipide. In den Lebern der ,,Phytoltiere“ waren 
7,2, 9,8, 19,8, 6,2, 18,4, 2,3, 2,2, 4,0, 5,2, 5,3, 9,4, 10,9, 13,1, 12,3, 7,3, 9,8, 11,6, 
17,7, 8,0 und 13,7, im Mittel 9,7°% Lipide vorhanden. 

Ein analoger Versuch (gleichfalls Applikation des Phytols mit der Schlund- 
sonde) wurde bei jiingeren Tieren durchgefiihrt, deren Anfangsgewicht im Mittel 
nur 58 g betrug (Tab. 5). 

Wir fanden dabei in den Lebern nach Grunddiat-Fiitterung 10,4, 11,0, 17,5, 
5,7, 7,4, 4,1, 7,2, 11,1, 9,7, 20,3, 4,6, 2,9, 3,2, 6,8, 3,6, 15,4, 12,3, 12,9, im Mittel 
8,3°(, Lipide, und bei den ,,Cholintieren‘‘ 2,7, 1,9, 1,7, 3,8, 2,7, 2,3, 3,6, 2,2, 2,3 
und 0,9°%, im Mittel 2,4°%. Bei den ,,Phytoltieren“ ergaben sich 1,1, 2,9, 4,9, 
2,3, 3,7, 5,1, 4,1, 4,3, 2,7, 5,5, 3,4, 3,0, 3,0, 3,6, 4,2, 2,6, 2,9, 2,4, 3,3, 5,6, im Mittel 
8,6°% Lipide. 


Tab. 5. Versuch 4. Phytol-Gaben mit der Schlundsonde bei Fiitterung der 
alipotropen Diaét an anfanglich nur 58 g schwere mannliche Ratten. 



































Versuchs-Tiere Lebergewicht 

Fiitterungsart Anzahl Gewicht g Gew.- in %, ‘ine 

zu Be-| am |zuBe-| am | Diff. g | Kérper- 

ginn | Ende | ginn |Ende| & gewichts 
Grondgiit . ........ 20 18 58 67 + 9] 3,34 5,0 
Grunddiat + 0,5°% Cholin | 10 10 58 73 | +15] 3,69 5,0 

Grunddiat + 70—80 mg 

Puiyiel. <3: sss <1 "20 20 58 56 | — 2] 3,14 5,6 


Ein fiinfter Versuch mit 30 etwas alteren Ratten, die tiglich 50 mg Phytol 
erhielten unter iiblicher Herbeiziehung von 10 Grunddiat- und 10 Cholinkontrollen, 
fiihrte hinsichtlich der Gewichtsverhaltnisse zu den in Tab. 6 angefiihrten Ergeb- 
nissen. 


Tab. 6. Versuch 5. Fiitterung alipotroper Nahrung mit Cholin- bzw. Phytol- 
Zusétzen an mannliche Ratten. 











Versuchs-Tiere Lebergewicht 
Fiitterungsart Anzahl Gewicht g Gew.- in % des 
zu Be-| am |zuBe-| am | Diff. g | Korper- 

ginn | Ende | ginn |Ende| & gewichts 





Grading: cs. 5 Seis 10 9 89 95 + 6] 5,17 5,5 
Grunddiat + 0,5°4 Cholin | 10 10 89 108 +19] 4,16 3,9 
Grunddiat ++ 50mg Phytol} 30 29 89 82 — 7] 3,94 4,8 

Die Lipidgehalte der Lebern betrugen bei den Kontrollen 21,9, 29,9, 12,7, 
21,5, 20,8, 25,6, 27,1, 31,4. 21,6, d.h. im Mittel 28,6°% und bei den Cholintieren 
7,5, 5,8, 5,1, 7,7, 4,5, 3,2, 3,8, 3,6, 4,1, 6,5 oder im Mittel 4,8°%%. Die Lebern der 
Phytoltiere enthielten 12,0, 7,1, 11,7, 3,9, 10,2, 11,0, 8,4, 12,6, 14,3, 8,4, 7,6, 3,4, 
4,7, 3,2, 13,3, 6,6, 6,2, 13,4, 8,0, 16,9, 14,5, 5,2, 4,6, 10,2, 5,4, 14,0, 11,0, 6,9, im 
Mittel 9,2°% Lipide. 

Zur Bestimmung der Jodzahlen und des Cholesteringehaltes der Leberlipide 
wurden Fraktionen ahnlichen Gewichtes vereinigt. Die Resultate gehen aus 
Tab. 7 hervor. 
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Tab. 7. Versuch 5. Jod-Zahlen und Cholesterin-Gehalte der Leberlipide. 














Lipide 
Fiitterungsart 
Jodzahl °% Cholesterin 

GTUMGGIAG « «9G bs. 5 2s 56,6, 54,0, 55,0, 51,5, | 2,53, 2,4, 2,22, 1,23, 
57,0, 56,5, 53,6, 58,5, | 1,28, 1,47, 1,44, 1,62, 
57,3 1,77 

Grunddiét + Cholin. .... 53,5, 54,2 5,28, 4,04 

Grunddiét + Phytol .... 58,8, 56,9, 58,7, 58,4, | 3,09, 4,17, 3,26, 3,13, 
64,0, 67,6 2,78 





b) Kurative Versuche 


Im Hinblick auf die Durchfiihrung eines kurativen Versuches fiitterten wir 
wahrend 18 Tagen 72 mannliche Ratten mit einem Anfangsgewicht von 60—80 g 
mit alipotroper Diit. Darauf téteten wir 10 von ihnen und bestimmten den Gesamt- 
lipidgehalt der Lebern. Er betrug 10,0°{ bei einem Lebergewicht von 2,801 g 
(Mittelwerte). Eine Leberverfettung war somit eingetreten, und wir ernahrten die 
Ratten weiterhin mit dieser Grunddiat, wobei 10 zusatzlich 0,5°4, Cholin, 20 0,5°% 
Phytol und 20 0,5% Oleylalkohol erhielten. Nach 15 Tagen téteten wir alle Tiere 
und bestimmten den Lipidgehalt ihrer Lebern. Es wurden dabei die Organe von 
je 5 Ratten vereinigt. Die Ergebnisse unserer Befunde zeigt Tab. 8. 


Tab. 8. Versuch 6. Heilung bzw. Beeinflussung einer bestehenden Leber- 
verfettung durch Cholin- bzw. Phytolgaben. 























Versuchs-Tiere Lebergewicht 
Fiitterungsart Anzahl Gewicht g |[q ew.- in %, — 
zu Be-} am |zuBe-| am_ | Diff. 8g Kérper- 
ginn | Ende | ginn | Ende| & gewichts 
Gronddi#t ........ 10 7 66 72 + 6] 3,62 5,0 
Grunddiat + 0,5°% Cholin 10 10 67 UU +10] 3,09 4,0 
Grunddiat + 0,5°% Phytol} 20 18 66 71 + 5] 3,61 5,1 
Grunddiat + 0,5°% Oleyl- 
alkohol Si Bee, Ya Yasin 20 18 68 73 + 5] 3,44 4,7 











In den Lebern der Kontroll-Tiere fanden wir im Mittel 10,0°%, (9,5 und 11,3°%, 
Lipide, in denjenigen der ,,Cholintiere“‘ 4,4°/, und bei den ,,Phytoltieren“ 6,6) 
6,1, 5,0 und 4,8 oder im Mittel 5,62°%. Die Zufiitterung von Oleylalkohol fiihrte 
zu 9,2, 12,1, 13,3 und 7,2 oder im Mittel 10,0°,, Lipiden in den Lebern. 


c) Partielle Hepatektomie 

Die Versuche zur Herbeifiihrung bzw. Verhinderung einer Fettleber durch 
partielle Hepatektomie wurden auf 23 Ratten ausgedehnt. Die nur operierten, 
aber nicht zusitzlich behandelten Tiere sind mit 1—7 bezeichnet. Die Ratten 
8—10 erhielten mit der Magensonde dreimal je 50 mg Cholinchlorhydrat, und 
zwar 24 Stunden vor der Operation, unmittelbar nach derselben und schlieBlich 
am nachsten Tage. Den Tieren 11—23 injizierten wir einen Tag vor der Operation 
intraperitoneal 160 mg Phytol und nach der Hepatektomie in die erdffnete Bauch- 
hohle die gleiche Dosis. Ferner bekamen sie einen Tag darauf nochmals 100 mg 
per os. Aus Tab. 9 ergeben sich die Gesamtlipidgehalte des bei der Hepatektomie 
entfernten Leberanteils und des nach Beendigung des Versuches noch vorhandenen 
Organes. Die prozentualen Werte sind auf Feuchtgewicht und Trockengewicht 
13 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 295 
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Tab. 9. Beeinflussung der durch Hepatektomie bedingten Leberverfettung durch 
Cholin bzw. Phytol. 
































Exstirpierte Leberlappen Post —— 
Tier Lipide es Lipide i 
Nr. 3 |! o £3 c oy 3 & gs e 
— PO o 2S~ goo. oO 25> 
mg | 2b | 285/22 | me | 28 | 238/22 
se | ea ” se [se | * 
Kontrollen 1 133 2,9 8,7 | 33,4 125 6,0 | 20,0 | 30,0 
2 76 1,8 5,4 | 33,3 101 5,3 | 17,6 | 30,2 
3 150 3,0 9,0 | 33,3 128 6,3 | 21,0 | 30,2 
4 64 2,2 6,2 | 35,8 60 2,5 8,7 | 29,6 
5 126 2,6 8,0 | 35,2 119 4,1 | 13,1 | 30,3 
6 64 2,4 8,2 | 29,8 148 7,1 | 22.2 | 31,8 
q 84 2:0 | 12,2 | 33,4 218 4,9 | 16,8 | 30,1 
Cholintiere 8 | 157 2,8 9,9 | 27,8 187 3,2 | 11,6 | 27,0 
9 91 2, 8,3 | 28,5 146 2,7 9,5 | 28,0 
10 205 3,2 | 11,6 | 28,3 164 2,9 | 11,5 | 26,8 
Phytoltiere 11 215 3,7 | 12,6 | 29,4 126 2,6 | 11,1 | 26,7 
12 126 3,3 9,7 | 29,7 182 2,1 8,3 | 25,2 
13 82 4,2 | 14,6 | 31,1 171 5,1 | 18,7 | 27,0 
14 115 3,2 | 10,5 | 28,6 135 3,2 | 12,7 | 25,9 
‘ 15 95 3,1 | 12,0 | 25,5 70 2,6 | 12,0 | 22,3 
16 93 2,8 9,4 | 30,0 163 3,7 | 13,0 | 28,6 
17 81 2,3 8,2 | 29,2 104 2,9 | 10,9 | 27,1 
18 122 2,5 8,6 | 30,0 131 3,1 | 11,1 | 28,1 
19 133 2,6 8,6 | 30,4 150 3,8 | 15,1 | 25,2 
20 150 2,6 9,0 | 30,8 280 4,9 | 18,1 | 27,2 
21 112 3,2 | 11,2 | 31,2 225 4,9 | 17,6 | 27,8 
22 118 Fat 9,5 | 29,2 191 30 4474. | 234 
23 88 2,8 8,9 | 29,7 122 3,5 | 14,2 | 26,0 

















berechnet, was im Hinblick auf das mégliche Auftreten von Leberédemen an- 
gezeigt war. ; 

Wenn wir die Leberlipidgehalte, wie sie post mortem festgestellt wurden, 
mit denjenigen im Zeitpunkte der partiellen Leberentfernung vergleichen, so sind 
sie bei den Ratten 1—7 ausgepragt héher, und zwar um 130, 226, 133, 41, 64, 117 
und 38%. Die Leberverfettung durch Hepatektomie tritt somit deutlich in Er- 
scheinung. Bei den Cholinratten sind nur Erhéhungen um 17 und 14%, in einem 
Fall nur um 1% festzustellen. Bei den mit Phytol behandelten Ratten Nr. 11 
und 12 ist der Leberfettgehalt um 12 bzw. 15°, vermindert, bei Tier 15 gleich ge- 
blieben. Alle anderen zeigen Erhéhungen im Ausmafe von 28, 21, 38, 33, 29, 75, 
101, 57, 87 und 59%, oder im Mittel um 38°/. Statistische Berechnungen ergeben 
auch hier, daB der Unterschied der Mittelwerte der Kontrollen und der Phytol- 
tiere als signifikant bezeichnet werden darf. 

Diehistologischen Untersuchungen, die sowohl bei den prophylaktischen 
als auch bei den kurativen Versuchen, ferner nach Hepatektomie zur Durch- 
fiihrung gelangten, lieBen bei den Kontrollen stets starken Gehalt an sudanophilem 
Fett, groBtropfig angeordnet und degenerative Kernverinderungen erkennen. 
Bei den ,,Phytoltieren‘‘ waren feine sudanophile Fettrépfchen vorhanden, der 
morphologisch nachweisbare Fettgehalt aber nur maBig. 

Zur besseren Ubersichtlichkeit der mitgeteilten Befunde sind die bei den 
Fiitterungsversuchen Nr. 1—6 festgestellten Gesamt-Lipidgehalte der Lebern in 
Tab. 10 zusammengefaBt. 
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Tab. 10. Fiitterungsversuche 1—6. Mittlere Lipidgehalte der Leber. 
Leberlipide in % des Feuchtgewichtes 

















Versuch — oy Grunddiat 
Nr. total re Oleyl 
° : so- !-+ Oleyl- 
allein | + Cholin |+ Phytol phytol | alkohol 
1 30 14,2 4,1 6,5 _ — 
2 120 16,4 4,2 8,2 6,3 a 
3 60 13,1 4,7 ae eae = 
4 50 8,3 2,4 3,6 = a 
5 50 23,6 4,8 9,2 = = 
6 60 10,0 4,4 5,6 ~ 10,0 

















Die Resultate, die sich bei den hepatektomierten Tieren ergaben, sind aus 
Tab. 11 nochmals zu ersehen. 


Tab. 11. Mittlere Leber-Lipidgehalte des exstirpierten und post mortem vor- 
handenen Leber-Anteiles. 











—* Lipide in % des Trockengewichtes 

Tiere | Kontrollen | Cholintiere | Phytoltiere 
Exstirpiertes Lebergewebe 23 8,2 9,9 10,2 
Post mortem ..... 23 LPS 10,9 13,8 











Diskussion der Ergebnisse 


Durch Verabreichung kleiner Mengen Phytol (50, 60—80 mg) 
oder durch Beimischung desselben im Ausmafe von 0,5—1°%, zu einer 
alipotropen Nahrung konnte in zahlreichen Versuchen an weiBen Ratten 
die Entstehung einer alimentér bedingten Fettleber véllig oder weit- 
gehend verhindert werden. Die sich ergebenden Unterschiede in den 
Leberlipidgehalten mit bzw. ohne Phytol ernaihrter Tiere erwiesen sich 
auf Grund statistischer Berechnungen als hochgradig signifikant. Das 
von Best! empfohlene cholinfreie, eiweiBarme, kohlehydratreiche 
Futter fiihrte bei unseren Ratten stets zu Fettlebern, wenn auch hin- 
sichtlich des AusmaBes letzterer starke Schwankungen bestanden, deren 
Ursache offenbar in den unterschiedlichen Cholindepots der ‘Tiere oder 
in ausgeprigten individuellen Veranlagungen zu suchen sind. Die 
Leber-Cholesteringehalte lagen innerhalb normaler Grenzen, die Wirkung 
des Phytols besteht also, wie diejenige des Cholins, in der Verhinderung 
bzw. Heilung einer Neutralfett-Fettleber. Einen EinfluB8 auf eine solche 
vom Cholesterintypus haben wir noch nicht gepriift. 

Wiahrend bei den Versuchenl, 3 und 6 (vgl. Tab. 1, 4, 8) die Ge- 
wichte der Grunddiat- und der Phytol-Tiere in gleichem AusmaBe 
zunahmen, trat bei den Versuchen 2, 4 und 5 bei den Ratten, welche 
Phytol erhielten, eine geringe Gewichtsabnahme ein. Wurde in diesen 
Fallen der Leberfettgehalt durch einen ,,fasting effect’ beeinfluBt ? 
Best und Huntsman”, welche gleichfalls Gewichtsabnahmen beob- 


16 C,H. Best u. M. E. Huntsman, J. Physiology 88, 255 [1935]. 
13* 
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achteten, gelangten auf Grund eingehender Untersuchungen zur Ansicht, 
eine geringe Unterernihrung sei kein wesentlicher Faktor zur Ver- 
hinderung einer Fettleber. Bei vollig eingestellter Nahrungsaufnahme 
sank der anfangliche Leberfettgehalt im Verlaufe von 48 Stdn. jedoch 
von 12 auf 2—3%. Unsere Ratten konsumierten reichlich Futter, das 
ihnen dauernd zur Verfiigung stand. Wir glauben nicht, daB die beob- 
achtete Verminderung des Leberfettgehaltes durch ungeniigende 
Nahrungsaufnahme mitbedingt wurde. Im Hunger kénnen bei raschem 
Verbrauch der Fettreserven indessen auch merkliche Fettmengen in der 
Leber auftreten. 

Die Wirkung des Phytols konnte auch im kurativen Versuch 
bestitigt werden, wobei sowohl die Kontrollen als auch die mit Phytol 
behandelten Tiere gleichmaBig zunahmen. Bei bestehender Fettleber 
fiihrten Phytolzufiitterungen also zu einer Normalisierung der Leber- 
fettbestiande. 

Auch Isophytol erwies sich als wirksam, nicht aber ein ungesattigter 
Alkohol mit langerer, indessen unverzweigter C-Kette, wie Oleylalkohol. 

Fir die mitgeteilten Fiitterungsversuche wurden einschlieBlich der 
Kontrollen 370 Ratten eingesetzt. 

Kine weitere Moglichkeit zur Erzeugung einer Fettleber besteht 
in der partiellen Hepatektomie. Die Lipidanreicherung ist in diesen 
Fallen schon im Hinblick auf die kurze Versuchsdauer von 60 Stdn. 
nicht betrachtlich, betrug aber gleichwohl bei unseren Versuchen mehr 
als das Doppelte des anfanglichen Wertes. Der lipotrope Effekt des 
Phytols lieB sich auch bei diesen Versuchsanordnungen bestitigen, 
erreichte doch der Anstieg der Gesamt-Lipoide bei 13 Ratten nach 
Hepatektomie im Mittel nur 38%, statt wie bei den Kontrollen 115%. 

Von verschiedenen Autoren?’ wurde darauf hingewiesen, daB es 
schwierig ist, den lipotropen Effekt einzelner Stoffe miteinander zu 
vergleichen. Gleichzeitig ausgefiihrte Versuche unter Zufiitterung von 
Cholin zeigten uns, da die Wirkung des Phytols hinter derjenigen des 
Trimethylaminoathanols zuriicksteht. Es ist dies begreiflich, ersch6pft 
sich doch zweifellos die Bedeutung des Cholins als notwendiger Nahrungs- 
faktor nicht in der Verhinderung von Fettanhiufungen in der Leber. 

Eine Erklarung der nachgewiesenen lipotropen Eigenschaft des 
‘Phytols st68t auf einige Schwierigkeiten. Am einfachsten wire es, 
in ihm einen Methyl-Donator zu vermuten, weist es doch vier Methyl- 
gruppen als Seitenketten auf. Nach unseren heutigen Kenntnissen 
k6nnen sich aber nur an N und § gebundene CH,-Gruppen an den 
Transmethylierungen beteiligen. Vielleicht beschleunigt Phytol in 
irgendeiner Weise die Fettsiureoxydation in der Leber und vermag 
damit einer Neutralfett-Speicherung in diesem Organ entgegenzuwirken. 


16 A. De M. Weich u. M.S. Welch, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 39, 7 [1938]; 
W.H. Griffith, J. Amer. chem. Soc. 68, 929 [1941]; J. Raymond u. C.R. 
Treadwell, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 70, 43 [1949]; C. H. Best, C. C. Lucas, 
J.H.Ridout u. J.M. Patterson, J. biol. Chemistry 186, 317 [1950]. 
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Die mitgeteilten Untersuchungen wurden durch die Fritz Hoffmann- 
La Roche-Stiftung zur Férderung wissenschaftlicher Arbeitsgemein- 
schaften in der Schweiz ermdglicht. 


Zusammenfassung 


In Fiitterungsversuchen an zahlreichen jungen, wachsenden Ratten 
erwies sich Phytol als lipotroper Faktor, indem es die durch Verabreichung 
cholinfreier, kohlenhydratreicher Nahrung entstehende Fettleberbildung 
wirkungsvoll zu beeinflussen vermag. Die Unterschiede in den Leber- 
fettgehalten (Neutralfette) der Kontrolltiere einerseits und der Phytol- 
tiere anderseits sind statistisch gesichert. Auch Isophytol ist wirksam, 
nicht aber eine Verbindung wie z. B. Oleylalkohol. 

Der lipotrope Effekt konnte auch bei der durch partielle Hepatek- 
tomie auftretenden Leberverfettung beobachtet werden, bleibt aber 
stets hinter der Wirkung des Cholins zuriick. 

Zur Erklirung der festgestellten Eigenschaft des Phytols wird 
vorerst angenommen, es wirke weniger im Sinne eines Methyldonators, 
sondern als ein die Fettsiureoxydation in der Leber beschleunigendes 
Agens. 


Zur Frage der Diffussion des Athylalkohols durch die Harnblasen- 
schleimhaut des Menschen 
Von 
E. Weinig und W. Schwerd 
Aus dem Institut fiir gerichtliche Medizin und Kriminalistik der Universitit Erlanger 


(Direktor: Professor Dr. Dr. E. Weinig) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. August 1953) 


Herrn Prof. Dr. med. K. Thomas zur Vollendung des 70. Lebensjahres 
in dankbarer Erinnerung 


Seitdem Widmark!? in seiner Monographie die Behauptung auf- 
gestellt hat, ,,da8 der Alkohol mit ziemlich groBer Leichtigkeit und in 
erheblicher Ausdehnung in beiden Richtungen durch die Blasenwand 
passiert, abhangig davon, auf welcher Seite der Wand die gréBte Alkohol- 
konzentration herrscht‘‘, galt die alte physiologische Frage nach der 
Permeabilitaét der Blasenwand als endgiiltig entschieden. Die Harn- 
blasenwand soll nach Widmark fiir die Diffusion des indifferenten 
Narkotikums Alkohol ebensowenig ein Hindernis sein wie es bei anderen 
Geweben der Fall ist. In der Niere geht der Alkohol offensichtlich durch 


1 E.M.P.Widmark, Die theoretischen Grundlagen und die praktische 
Verwendbarkeit der gerichtlich-medizinischen Alkoholbestimmung, S. 27, Berlin 
und Wien 1932. 
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Diffusion in den Harn iiber, wie sich aus dem Verhaltnis von Blut- 
alkoholgehalt zu Ureterenharn-Alkoholgehalt ableiten 14Bt. Der Alkohol- 
gehalt des Ureterenharns, der etwa dem Serumalkoholgehalt? entspricht, 
liegt nach Widmark ziemlich konstant rund 10—20% hoher als der 
des Vollbluts. Die unterschiedliche Verteilung basiert auf dem relativ 
groBeren Wassergehalt des Serums bzw. Harns gegeniiber Blut® *°, 
Wiirde es aber zutreffen, daB auch der Blasenharn-Alkohol ,,mit groBer 
Leichtigkeit und in erheblicher Ausdehnung“ die Harn- 
blasenwand passiert, so miiBte zwischen Blutalkoholkonzentration 
(BAK) und Urinalkohol-Konzentration der Harnblase (UAK) ein ahn- 
liches Verhaltnis bestehen wie zwischen den Konzentrationen des Blut- 
alkohols und des Ureterenharn-Alkohols. Dies ist jedoch, wie aus den 
Versuchen von Widmark und anderen Autoren hervorgeht, nur dann 
der Fall, wenn der Blaseninhalt in sehr kurzen Absténden oder durch 
Dauerkatheter entleert wird. Werden die Miktionsabstiinde gréBer, 
so liegt die UAK wahrend der resorptiven Phase unter der BAK, erreicht 
ihr Maximum spiter und liegt dann iiber der BAK } 24, 


Da auf Grund von Einzelbeobachtungen beim Menschen keine 
definierte Beziehung zwischen der BAK und der UAK zu erkennen 
war, haben besonders Schwarz, Kionka und Haufe, Haufe, Jung- 
michel’, Koopmann und Kempski* und Widmark!? selbst davor 
gewarnt, auf Grund einer UAK allein Riickschliisse auf die BAK 
oder den Grad der Trunkenheit zu ziehen. Will man die vielumstrittene 
Frage der Beziehung zwischen BAK und UAK studieren, so muB erst 
die Vorfrage entschieden sein, ob die Harnblasenwand fir Alkohol 
durchlassig ist oder nicht, eine Frage, der sich vorliegende Arbeit widmet. 


2 a) Vgl. hierzu H. Elbel, Dtsch. Z. ges. gerichtl. Med. 25, 124 [1935]; 
H. Elbel, Die wissenschaftlichen Grundlagen der Beurteilung von Blutalkohol- 
befunden. Leipzig 1937. b) F. Kiinkele, Dtsch. Z. ges. gerichtl. Med. 26, 241 
[1936]. c) R.N. Harger, B.B. Raney, E.G. Bridwell u. M. F. Kitchel, J. 
biol. Chemistry 188, 197 [1950]. d) B. Mueller, Gerichtliche Medizin, S. 753, 
Berlin, Géttingen, Heidelberg 1953. 

3 Vgl. H. W. Haggard u. L. A. Greenberg, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 
52, 167 [1934]; H. Casier, F. Thomas u.A. L. Delaunois, Arch. int. Pharmaco- 
dynam. Thérap. 69, 186 [1945], Ref. Quart. J. Stud. Alc. 7, 310 [1946/47]; W. 
van Hecke, H. Handovsky u. F. Thomas, Ann. Méd. légale Criminol. 31, 291 
[1951]; H.Handovsky, W.vanHecke u. F.Thomas, Acta pharmacol. 
toxicol. [Kobenhavn] 9, 18 [1953], u. andere. 

4 a) Vgl. W. R. Miles, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 20, 265 [1922]; W. R. 
Miles, Alcohol and Human Efficiency, Washington 1924. b) P. Lande, P. Der- 
villée u. J. Godeau, Ann. méd. légale Criminol. 17, 11 [1937]. c) H. Koopmann 
u. H. Kempski, Miinch. med. Wschr. 1937, 780. d) M. G. Eggleton. J. Physio- 
logy 101, 172 [1942]. e) K. Linck, Dtsch. Z. ges. gerichtl. Med. 39. 514 [1949], 
und andere. 

5 F. Schwarz, Dtsch. Z. ges. gerichtl. Med. 10, 377 [1927]; H. Kionka u. 
M. Haufe, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 128, 150 
[1928]; M. Haufe, Uber das Verhalten des Alkohols im Harn; Pharmakolog. 
Beitrige zur Alkoholfrage; Jena 1928; G. Jungmichel, Dtsch. Z. ges. gerichtl. 
Med. 21, 463 [1933]. 
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Bisherige Untersuchungen 


Die altesten Untersuchungen zu der Frage der Durchlassigkeit der Harn- 
blase fiir Alkohol stammen von Gaebelin und von Morro und Gaebelin®, 
die diese Frage in positivem Sinne beantworteten. Wie aus den Arbeiten von 
Widmark! hervorgeht, stiitzt sich seine Auffassung tiber die Durchlassigkeit 
der Blase hauptsichlich auf die Versuche von Véltz, Baudrexel und Dietrich’ 
und auf die von Nicloux und Nowicka’. 

Voltz, Baudrexel und Dietrich fiihrten mittels Katheters 5,49 bis 31-proz. 
Alkohollésungen in die Harnblase von Hunden ein und fanden bei einer Verweil- 
dauer der Alkohollésungen von 1 bis 6 Stdn. eine mit der Lange der Zeit zunehmende 
Abnahme zwischen 25 und 95°% der eingefiihrten Alkoholmenge. Ein Teil des 
fehlenden Alkohols lieB sich in den Organen nachweisen. 

Nicloux und Nowicka fiihrten ihre Untersuchungen an Hunden und 
Kaninchen unter folgenden Bedingungen durch: Sie versetzten katheterisierten 
Harn mit verschiedenen Mengen 95-proz. Alkohols, reinjizierten diese Mischung 
in die Blase und bestimmten nach verschiedenen Zeitabstinden die UAK. Sie 
erhielten folgende Ergebnisse: Bei einer Verweildauer des mit Alkohol versetzten 
und in die Harnblase reinjizierten Harns von 


je 30 — 70 — 120 — 180 — 120 — 30 Min. 

und einer jeweiligen Alkoholkonzentration des reinjizierten Harns von 
0,95 — 0,94 — 1,90 — 1,90 — 2,80 — 5,92% 

beobachteten sie eine jeweilige ,,Resorption“ des zugefiihrten Alkohols von 
16,1 — 19,8)— 25,8 — 41,3 — 43,6 — 43,6%. 


In einer weiteren Versuchsserie wurden den Tieren Alkohollésungen durch 
Osophagussonde eingeflé8t und nach mehreren Stunden in Narkose die Ureteren 
unterbunden. Dabei ergab sich in einem Falle innerhalb von 5% Stdn. ein Ab- 
sinken der UAK von 5,5 auf 4,2°/),, bei gleichzeitigem Absinken der BAK von 
3,8 auf 2,6°/,); in einem zweiten Falle wahrend 4% Stdn. ein Absinken der UAK 
von 3,75 auf 2,85°/) bei gleichzeitigem Abfall der BAK von 2,95 auf 2,05°/o9. 
Die Harnproben wurden hierbei durch Punktion der Harnblase gewonnen. 

Nicloux und Nowicka haben eine Diffusion von Alkohol durch die Harn- 
blasenwand auch in umgekehrter Richtung feststellen kénnen, wenn sie bei einem 
Kaninchen, mit geniigend gefiillter Blase, die Ureteren in Narkose nach Ligierung 
durchtrennten und dann Alkohol in den Magen einfléBten. Hierbei beobachteten 
sie nach 12 Stdn. eine Uberschneidung der UAK mit der abfallenden BAK. Die 
Urinproben wurden ebenfalls durch Punktion der Harnblase gewonnen. 

Diese von Nicloux und Nowicka’, Véltz, Baudrexel und Dietrich’ 
gemachten Beobachtungen wurden auch durch Untersuchungen von Dervillée® 
und Lande, Dervillée und Godeau*> bestitigt. 

Kugler?® hat 1935 die Beziehung zwischen UAK und BAK an 5 Menschen 
studiert. Die Versuchspersonen erhielten jeweils zur gleichen Tageszeit — etwa 
1 Stde. nach einem kleinen Friihstiick, nach Anlegen eines Dauerkatheters und 
Entleerung der Harnblase — gleiche Alkoholmengen per os (150 ml 40-vol.-proz. 


6 R. Gaebelin, Uber das Resorptionsvermégen der Harnblase, Dissertat. 
Halle 1894; W. Morro u. R. Gaebelin, Z. klin. Med. 82, 12 [1897]. 

7 W. Véltz, A. Baudrexel u. W. Dietrich, Pfliigers Arch. ges. Physiol. 
Menschen Tiere 145, 186 [1912]. 

8 M. Nicloux u. V.Nowicka, J. Physiol. Pathol. gén. 15, 297 [1913]; 
V. Nowicka, Contribution a l’etude de la perméabilité et du pouvoir absorbant 
de la vessie. Thése de Paris 1913. 

® P. Dervillée, Ann. Méd. légale Criminol. 16, 598 [1936]. 

10 H. Kugler, Vergleichende Alkoholbestimmung im menschlichen Blut 
und Urin; Dissertat. Leipzig 1935. 
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Weinbrandverschnitt). Bei jeder Versuchsperson wurde jeweils am ersten Tage 
der Harn bis zu 10 Stdn. in der Harnblase belassen, am zweiten Tage die Harn- 
blase jeweils 3 Stdn. nach der Alkoholaufnahme entleert. Zur Bestimmung der 
laufenden Alkoholkonzentration wurden in bestimmten Abstaénden kleine Proben 
abgelassen. Wahrend bei stehendem Urin die UAK viel langsamer absank als die 
BAK, zeigte die UAK, nach der vélligen Entleerung der Blase nach der 3. Stde., 
einen Absturz. Die UAK niaherte sich zunachst der BAK, entfernte sich aber 
im Laufe der folgenden Stunden wieder etwas von ihr. Die nahe liegende Ver- 
mutung, daf die Versuchsergebnisse gegen eine Diffusion der Blasenwand fiir 
Alkohol sprechen, hat Kugler nicht ausgesprochen. 

1940 lenkten Haggard, Greenberg, Carroll und Miller™ die Aufmerk- 
samkeit auf die Tatsache, daB das Verhaltnis von UAK zur BAK beim Tier im 
Gegensatz zu Ergebnissen stand, die beim Menschen zu beobachten waren. Um 
nachzuweisen, ob Alkohol auch durch die menschliche Blase unter physio- 
logischen Bedingungen in erheblichem Ausmaf diffundiert, fiihrten sie zwei Ver- 
suchsreihen durch: 

In der ersten Versuchsreihe tranken zwei Personen 10 Tage lang taglich 
40 g Alkohol in 180 ml Wasser. An jedem zweiten Tag wurde der Urin 8 Stdn. 
lang nach der Alkoholaufnahme in Abstanden von 30 Min. entleert. An den anderen 
5 Tagen wurde der Urin wahrend der gesamten 8-Stdn.-Periode in der Harnblase 
gehalten. Bei der einen Person betrug die Urinausscheidung bei 30 Min. langen 
Miktionsabstinden 424 ml mit 0,49°/,, Alkohol und, wenn der Urin in der Harn- 
blase gehalten wurde, 437 ml mit 0,46°/,, Alkohol; bei der anderen Person bei 
30 Min. langen Miktionsabstinden 480 ml mit 0,54°/), Alkohol, bei angehaltenem 
Urin 505 ml mit 0,51°/5) Alkohol. 

In der zweiten Versuchsreihe gaben Haggard und Mitarbeiter den beiden 
Versuchspersonen keinen Alkohol per os. Es wurde vielmehr ein mit einer be- 
kannten Alkoholmenge versetzter Harn mittels Katheters in die Blase eingebracht 
und dort 2 Stdn. angehalten. In dem einen Falle war der durch ,,Resorption, 
Diffusion oder artifiziell“‘ bedingte Alkoholverlust 5 und in dem anderen Falle 7°%, 

Auf Grund dieser beiden Beobachtungsreihen wurde geschlossen, daB die 
,,Resorption“ der Harnblase, bei Konzentrationen, welchen man im allgemeinen 
beim AlkoholgenuB begegnet, beim Menschen nicht von nennenswertem Ausma®B ist. 

Moritz und Jetter™ zweifelten zwar die Richtigkeit der Analysenergebnisse 
von Haggard und Mitarbeitern nicht an, meinten jedoch, da8 man sich des Ein- 
drucks nicht erwehren kénne, daB die Ergebnisse dieser beiden Versuchsreihen 
die Annahme nicht rechtfertigen, daB der Blasenharn in jedem Falle ein unver- 
anderliches Reservoir des Ureterenharns sei. Deshalb haben Moritz und Jetter 
erneute Versuche, jedoch wieder an Hunden, durchgefiihrt. Sie injizierten eine 
alkoholische- Kochsalzlésung, der Pentobarbital beigefiigt war, intravenés, er- 
6ffneten die BauchhGéhle, unterbanden und durchschnitten die Ureteren, entleerten 
mittels Katheters die Harnblase und reinjizierten den Harn nach Verdiinnen in 
die inzwischen gespiilte Harnblase. Nach wenigen Stunden beobachteten sie eine 
Angleichung der UAK und BAK im Sinne eines Diffusionsgleichgewichts. 

In einer zweiten Serie verwendeten sie nichtalkoholisierte Hunde bei ent- 
sprechendem operativen Vorgehen. Sie injizierten Harn, der mit 2,6 bis 5,2°/59 
Alkohol versetzt war, in die Harnblase und beobachteten einen betrachtlichen 
Abfall der UAK. Aus ihren Versuchen leiteten sie eine erhebliche ,,Resorptions- 
fahigkeit‘‘ der Harnblasenwand gegeniiber Alkohol ab. 


Uberblickt man die bisherigen Untersuchungen, so zeigt sich, daB 


die meisten Autoren auf Grund von Tierversuchen eine erhebliche 
Diffusion des Alkohols durch die Harnblasenwand als gegeben ansehen. 


H.W. Haggard, L.A. Greenberg, R.P.Carrol u. D.P. Miller, J. 
Amer. med. Assoc. 115, 1680 [1940]. 
2 A.R. Moritz u. W. W. Jetter, Arch. Pathology 38, 939 [1942]. 
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Die wenigen am Menschen gemachten Untersuchungen sprechen 
jedoch gegen die Richtigkeit dieser Auffassung. 

Zur Klairung der Frage der Diffusionsfaihigkeit der menschlichen 
Harnblase wurden im Laufe der letzten Jahre am hiesigen Institut 
eingehende Untersuchungen zusammen mit H. Ammon, S6llner, 
Hering und 8S. Ammon? angestellt. 


Versuchsanordnung 


Die Versuchsanordnung ging auf einen Vorversuch zuriick, bei dem 
in einem mehrere Stunden lang angehaltenen Harn nach abgeklungenem 
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Abb. 1. Im angehaltenen Blasenurin noch 0,38°/), Alkohol, waihrend das Blut 
bereits 2 Stdn. zuvor auf den Niichternwert abgesunken war. 


Blutalkoholspiegel noch eine betrichtliche UAK beobachtet wurde 
(Abb. 1). 

Der Grundgedanke fiir die weiteren Versuche war, den Verlauf 
der UAK iiber den Zeitpunkt hinaus zu verfolgen, in welchem die BAK 
nach Alkoholaufnahme per os bereits auf den Niichternwert abgesunken 
war. Eine wesentliche Voraussetzung war es, die Versuche unter még- 
lichst physiologischen Bedingungen durchzufiihren. Hierbei muBte 
jeder mechanische Eingriff in die Harnblase, wie z. B. Katheterisieren, 
Spilen und die Aufnahme toxisch hoher Alkoholmengen vermieden 
werden. Da jedoch die UAK sich unter diesen Umstinden nur durch 
natiirliche Entleerung der Harnblase ermitteln lieB, wurde diese Auf- 
gabe dadurch gelést, da die Untersuchungsergebnisse bei ein und 
derselben Person von verschiedenen Versuchstagen aneinandergereiht 
wurden. Hierbei wurde bei gleicher Lebensweise (beziiglich Tatigkeit, 


18 H. Ammon, Uber das Riickresorptionsvermégen der Harnblasenwand fiir 
Alkohol; Dissertat. Erlangen 1950. F. M. Séllner, Uber das Resorptionsvermégen 
der Harnblase fiir Alkohol; Dissertat. Erlangen 1952. G. Hering, Das Resorptions- 
vermégen der Harnblasenwand fiir Alkohol unter verschiedenen Harnaus- 
scheidungsbedingungen; Dissertat. Erlangen 1952. S. Ammon, Dissertat. Er- 
langen, in Vorbereitung. 
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Schlaf, Nahrungs- und Fliissigkeitsaufnahme) in einem bestimmten 
Zeitabschnitt mit dem Abendessen eine bestimmte Alkoholmenge, nach 
Entleerung der Harnblase, aufgenommen. 

Bei allen Versuchspersonen wurden zunichst in Grundversuchen 
Verlauf und Endpunkt der BAK festgelegt und in darauffolgenden 
Versuchsreihen jeweils — entweder von Versuchsbeginn an (2 Versuchs- 
personen) oder etwa vom Zeitpunkt des Maximums der BAK an (2 
weitere Versuchspersonen) — der Harn angehalten. Die jeweils iiber 
den Endpunkt der BAK hinaus in den verschiedenen Zeiten ermittelten 
UAK ergaben miteinander verbunden eine Kurve, die das ungefihre 
Absinken der Harnwerte wiedergibt. Es war vorauszusehen, daB sich 
unter diesen Verhiltnissen immer noch gewisse Streuungen bemerkbar 
machen, weshalb geniigend viele Versuche durchgefiihrt wurden. Die 
Versuche wurden in den Abendstunden begonnen und erstreckten sich 
iiber die Nacht. 

Die Alkoholbestimmungen wurden nach Widmark! durchgefiihrt; 
bei den Harnanalysen wurde den Proben je ein Tropfen 10-proz. Natron- 
lauge zugesetzt. Die jeweils entleerten Harnmengen wurden gemessen 
und ihr spezifisches Gewicht bestimmt. 


Versuchsergebnisse 


Die Versuchsergebnisse sind, nach kurzer Darstellung der Be- 
dingungen der Alkoholaufnahme, in Tabellenform wiedergegeben. Hier- 
bei wurden aus Griinden der Raumersparnis die BAK nur teilweise 
aufgenommen (ausfiihrlich |. c.1%). 

Wie sich aus Tab. 1 ergibt, ist die BAK gegen 6" morgens auf den 
Niichternwert abgesunken, wihrend in dem iiber diesen Zeitpunkt 
hinaus angehaltenen Harn noch deutlich erhdhte Alkoholwerte bestehen. 
Bei den Versuchen 1—4 ist jeweils um 23" eine Miktion erfolgt. Der 
Abfall der UAK zwischen 6 und 13" betrug durchschnittlich 0,05°/,,/Stde. 
und damit weniger als die Halfte des bei der Versuchsperson festgestellten 
BA-fB 69 von 0,127. 

Um die Frage zu priifen, ob die um 23" erfolgte Miktion einen 
entscheidenden EinfluB auf den Abfall der UAK hatte, wurde eine 
zweite Versuchsreihe (Vers. 5—8) durchgefiihrt, bei welcher der Harn 
von Versuchsbeginn an angehalten wurde. Hierbei lieB sich feststellen, 
daB die UVAK im Augenblick des Blutalkohol-Niichternwerts um 0,29°/5, 
hoher lag als zum gleichen Zeitpunkt bei der ersten Versuchsreihe und 
sich auch in den folgenden Stunden auf einem entsprechend hdheren 
Niveau bewegte. Der Abfall der UAK nach Erreichen des Blutalkohol- 
Niichternwerts betrug 0,07°/9,/Stde. Aus diesen beiden Versuchs- 
reihen ergibt sich schon eindeutig, daB die Harnblase nicht in dem 
hohen MaBe fiir Alkohol durchliassig ist, wie dies allgemein 
angenommen wird; denn sonst wire ein wesentlich rascheres Absinken 
der UAK zu erwarten gewesen. Die Tatsache, da8 bei der 1. Versuchs- 
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Tab. 1. 1. Versuchsperson: Herta Ammon, 26 J., 56 kg, 163 cm. Zwischen 

20 und 215 wurden 500 ml Wermutwein mit einem Alkoholgehalt von 64,0 g 

absol. Alk. getrunken und dazu 100 g Wurst und 150 g WeiBbrot gegessen. Ent- 
leerung der Harnblase vor Versuchsbeginn. 



































—" 21,00 | 23,00 | 6,00 | 8,00 | 8,30 | 10,00 | 11.30 |13,00h 

1. BAK 0,88 | 0,94 | 0,07 00 
UVAK 0,60 1,14 | 0,51 Foo 
M 80 370 200 ml 
D 1007 | 1020 

2. BAK | 0,79 | 0,92 | 0,06 | 0,02 5 
UAK | 0,34] 1,14 0,38 5 
M 50 170 265 ml 
D 1010 1019 

3. BAK 0,87 | 0,03 0,04 59 
UAK 1,02 0,35 5 
M 220 250 m 
D 1007 1015 

4, BAK 0,84 | 0,04 0,03 | Joo 
UAK 1,00 0,18 | oo 
M 140 385 m 
D 1015 1022 

5. BAK 0,89 | 0,05 06 
UAK 0,80 00 
M 600 m 
D 1012 

6. BAK 0,94 0,05 % 
UAK 0,71 6 
M 475 ml 
D 1010 

7. BAK 0,90 0,02 55 
UAK 0,62 6 
M 580 ml 
D 1012 

8. BAK 0,98 |. 0,04 5 
UAK 0,41 oo 
M 520 ml 
D 1020 

BAK = Blutalkohol-Konzentration M = Urinmenge 
UAK = Urinalkohol-Konzentration D = Spezif. Gewicht 


reihe 7 Stdn. nach dem Blutalkohol-Niichternwert noch eine UAK von 
0,18°/55, in der zweiten Versuchsreihe 51/, Stdn. nach diesem Zeitpunkt 
noch 0,41°/,, festzustellen waren, zeigt, daB ein standigesAngleichen 
der UAK an die BAK nicht in Betracht kommt. Es fragt 
sich aber, ob aus dem Absinken der UAK ein geringer Diffusions- 
vorgang abgeleitet werden kann, oder ob es sich allein um einen Ver- 
diinnungseffekt durch neu hinzuflieBenden alkoholfreien Harn handelt. 

Um diese Frage zu kliren, wurden mit Hering und Séllner* 
weitere Versuche unternommen, bei denen nach Abfall der BAK auf den 
Niichternwert durch Injektion eines Diuretikums (Deriphyllin) oder 
eines Antidiuretikums (Tonephin) ein Einblick in das Ausma des 








Verdiinnungseffektes durch nachflieBenden alkoholfreien Ureterenharn 
zu gewinnen versucht wurde. Die eine Versuchsperson nahm bei diesen 
Versuchen Alkohol in verdiinnter Form (Bier), die andere in Form eines 
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konzentrierten alkoholischen Getrinkes (Kirschwasser) zu sich. 


Tab. 2. 





2. Versuchsperson: Gerhard Hering, 29 J., 70 kg, 172 em. Zwischen 
20 und 20,30h Aufnahme von 3 Flaschen Bockbier 4 0,5 / mit 4,56 Gew.-°/ Alkohol, 
entspr. 68,5 g absol. Alkohol. Blasenentleerung vor Versuchsbeginn. Abendessen 
bestehend aus 100 g Wurst, 100 g Fleischsalat, 50 g Butter und 200 g WeiBbrot 














um 19h 

=" 21,20 |22,00 |22,35 | 6,00] 730] 2,00] 2,0 10,00 10,30] 12,00 

1. BAK 0,79 0,00 0 
UAK |0,89 1,09 | 0,51 °/50 
M 750 580 | 290 ml 
D 1003 1002 |1028 

2. BAK 0,83 0,03 oo 
UAK |0,82 1,12 0,66 so 
M 565 605 430 ml 
D 1001 1003 1018 

3. BAK 0,85 0,03 “1. 
UAK . 1,15 0,31 50 
M 415 430 ml 
D 1001 1025 

4. BAK 0,86 0,08 59 
UAK |0,99 1,17 0,48 °/00 
M 550 600 435 ml 
D 1002 1001 1023 

5. BAK 0,81 0,03 so 
UAK |0,96 1,11 0,21 | °/oo 
M 750 515 575 | ml 
D 1003 1001 1025 

6. BAK 0,82 0,04 a 
UAK |0,90 1,09 0,51 50 
M - | 320 600 445 ml 
D 1004 1001 1023 

7. BAK 0,76 0,00 oo 
UAK | 0,84 1,03 0,36 50 
M 530 470 470 ml 
D 1003 1002 1022 

8. BAK 0,81 0,01 OPA 
UAK |0,85 1,08 0,38 oo 
M 395 550 560 ml 
D 1005 | 1001 1019 

9. BAK 0,83 0,12 loo 
UAK /|0,97 1,11 0,22 | /oo 
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Tab. 2 (Fortsetzung) 









































—— 21,20 |22,00 |22,35 | 6,00] 7,30] 9,00] 9,30 {10,00 |10,30 | 12,00h 
ll. BAK 0,78 0,00 5 
UAK |0,87 1,06 0,28 5 
M 345 240 330 ml 
D 1003 1004 1034 
12. BAK 0,73 0,00 oo 
UAK | 0,67 0,95 0,36 0 
M 570 570 670 ml 
D 1002 1003 1018 
13. BAK 0,75 0,02 06 
UAK |0,88 0,97 0,29 | oq 
M 545 365 750 | ml 
D 1002 1004 1023 
BAK = Blutalkohol-Konzentration M = Urinmenge 
UAK = Urinalkoho!-Konzentration D = Spezif. Gewicht 


Mit den zunichst ohne medikamentése Beeinflussung durchge- 
fihrten Vers. 1—5 (s. Tab. 2) konnten die bei der 1. Versuchsperson 
gemachten Beobachtungen bestatigt werden. Das stiindliche Absinken 
der UAK, nach Beendigung der BAK, betrug durchschnittlich 0,050°/ 95. 

Bei den Vers. 6—9 erhielt die Versuchsperson, unter sonst gleichen 
Bedingungen, um 6 Uhr als Diuretikum 1 ml Deriphyllin intramuskular 
injiziert. Die UAK zeigte nunmehr einen stiindlichen Abfall von durch- 
schnittlich 0,065°/)). Ein erheblicher diuretischer Effekt war also nicht 
zu erzielen, was vermutlich darauf zuriickzufihren ist, daB allein durch 
die groBe zugefiihrte Fliissigkeitsmenge (11/,1 Bier) eine starke Diurese 
zustande kam, die sich nicht sehr viel steigern lieB. 

Bei den Vers. 10—13 erfolgte um 6 Uhr die intramuskulare In- 
jektion eines Antidiuretikums (1 ml Tonephin). Hiernach blieb die 
UAK 41% Stdn. praktisch konstant, was bereits vermuten liBt, daB 
das Absinken der UAK bei den friiheren Kurven ein Verdiinnungs- 
effekt und nicht ein Diffusionseffekt ist. Auffallig erscheint 
jedoch, daB die UAK bereits um 7,30" — im Gegensatz zu den beiden 
anderen Versuchsreihen von Hering}* — ein niedrigeres Niveau hat. 
Dies 14Bt sich einerseits dadurch erkliren, da schon das BA-Maximum 
in dieser Versuchsreihe niedriger lag und dementsprechend auch die 
Harnwerte um 22,35" niedriger als in den vorhergehenden Versuchen 
waren und da andererseits die durch die erhebliche Fliissigkeits- 
zufuhr bedingte Diurese schon friiher erschépft gewesen zu sein scheint. 

Bei der 3. Versuchsperson (S6llner}%) wurde deshalb ein starker 
konzentriertes alkoholisches Getrink (Kirschwasser) verabreicht, um 
die Flissigkeitsmenge und damit die zusitzliche Wasserausscheidung 
zu beschrinken (s. Tab. 3). 

In den Vers. 1—4 wurde das Verhalten des Harnalkohols ohne 
medikamentése Beeinflussung studiert. Hierbei ergab sich nach Er- 
reichen des Blutniichternwertes (6") ein stiindlicher Abfall von durch- 
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“ 


Tab. 3. 3. Versuchsperson: Fritz M. Séllner, 27 J., 75 kg, 179 cm. Die Ver- 

suchsperson trank jeweils zwischen 20,00 und 20,30 85,5 g absol. Alkohol in Form 

von 38—42 gew.-proz. Kirschwasser (= 205—225 ml). Blasenentleerung vor 

Versuchsbeginn. Letzte Mahlzeit um 19, bestehend aus 250 g Wurst, 50 g Butter 
und 250 g Brot. 




































































Versuch | 21,20 21,30 3,35] 6,00 | 7,00] 8,00] 9,00] 10,00 | 11,008 

1. BAK 0,95 | 1,03 0,12 | 0,08 Pe 
UAK 0,93 Oe 
M 670 ml 
D 1010 

2. BAK 1,01 0,15 on 
UAK 1,26 0,86 Clap 
M 500 490 ml 
D 1003 1010 

3. BAK 0,95 | 0,99 0,08 0 
UAK 0,63 0 
M : 250 ml 
D 1022 

4. BAK 1,00 | 0,96 0,05 loo 
UAK 0,57 | Jo 
M 990 m 
D 1011 

5. BAK 0,99 |0,97 0,02 en 
UAK 0,73 Poo 
M 730 ml 
D 1013 

6. BAK 1,03 |1,00 0,01 oo 
VDAK 0,58 lao 
M 725 m 
D 1017 

7. BAK 1,03 | 1,02 0,04 oo 
UAK 0,51 00 
M 730 ml 
D 1015 

8. BAK 1,01 | 0,99 0,03 : JPS 
UAK 0,41)" /oo 
M 890) ml 
D 1011 

9. BAK 1,00 0,02 O50 
UAK 0,80 */oo 
M 715 ml 
D 1013 

10. BAK 1,08 0,17 fo 
UAK 0,88 Ps 
M 705 ml 
D 1010 

ll. BAK 1,03 0,02 O50 
UAK 0,82 | (0,75)| Joo 
M 330 (300)} ml 
D 1018 | (1016) 

BAK = Blutalkohol-Konzentration M = Urinmenge 
UAK = Urinalkohol-Konzentration D = Spezif. Gewicht 
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schnittlich 0,072%/ 5). In den Vers. 5—8 erfolgte, nach einem gleich 
hohen BA-Maximum (21,30), um 6" die Injektion des Diuretikums 
Deriphyllin. Die UAK fiel nunmehr wesentlich steiler ab (0,106°/,,/Stde.), 
was einen deutlichen EinfluB der Diurese wiederspiegelt. Dagegen 
zeigte sich bei den Vers. 9—11, ebenfalls nach etwa gleichhohem 
BA-Maximum und nach Injektion des Antidiuretikums Tonephin um 
6", eine ziemliche Konstanz der Harnalkoholkurve (mittlerer Abfall 
0,0179/,,/Stde.). Hieraus kann der SchluB gezogen werden, daB das 
Absinken der UAK im wesentlichen in einem Verdiinnungs- 
effekt durch den nachflieBenden alkoholfreien Harn be- 
grindet ist. 














Yoo 
10 4 bi __Blasenurin 
, “raw aes ra 
/ j fe 
/ “en 
054 ! Om ee 
04+ ;. “2 ml 
03+ 4 gOS + 150 
O24” + 100 
O14ie” W Urin - menge in ml/h | 50 
22 eS oe 10 — an 


Abb. 2. Mathematische Berechnungen der Konzentrationsinderung im an- 

gehaltenen Blasenurin bei Annahme einer Undurchlassigkeit der Blasenwand fiir 

Alkohol und Unterstellung eines konstanten Verhialtnisses der Alkohol-Konzen- 
tration von Blut und Ureterenharn wie 1: 1,2. 


Beurteilt man die bisherigen Versuchsergebnisse, so kann kein 
ernstlicher Zweifel daran bestehen, daB der Harnblasenwand des 
Menschen unter physiologischen Bedingungen keine nennenswerte 
Diffusionsfahigkeit fir Athylalkohol zugesprochen werden kann. 
Zur Erhartung dieser Auffassung wurde die Beziehung zwischen BAK 
und UAK theoretisch-mathematisch behandelt, wie dies bei anderer 
Fragestellung friiher Biehler und Gehlen”™ und neuerdings Druck- 
rey und Kipfmiller® getan haben. Dank dem Entgegenkommen 
des Vorstandes des Mathematischen Instituts der Universitat Erlangen, 
Herrn Prof. Dr. G. Nébeling, hat Herr Dr. H. Bauer die Aufgabe 
iibernommen, den Verlauf der UAK mathematisch zu berechnen. 

Bei der mathematischen Behandlung der Frage wurde von einem 
Kurvenverlauf der BAK ausgegangen, wie er sich in Abb. 2 darstellt, 
einem Kurventyp, der im allgemeinen nach Alkoholaufnahme bei maBig 


14 W. Biehler, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 107, 
20 [1925]; W. Gehlen, ebenda 171, 541 [1933]. 

1% H.Druckrey u. K.Kiipfmiiller, Pharmazie, 8. Beiheft, 1. Erg.-Bd., 
Berlin 1949. 
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nahrungsgefiilltem Magen zu beobachten ist und sich aus einer Parabel 
und einer abfallenden Geraden zusammensetzt. Beriicksichtigt wurde 
ferner eine voriibergehende Diuresezunahme bis zum Maximum der 
BAK bei einer Ausgangsdiuresegréfe von 20 ml/Stde. bis zu einer 
solchen von 150 ml/Stunde. Der Ureterenalkohol wurde als 20% tiber 
der BAK liegend angenommen. Der Blasenharn-Alkoholgehalt wurde 
fir Verhialtnisse berechnet, wie sie bei angehaltenem Harn und vollig 
undurchlassiger Harnblasenwand vorliegen. 


Fiir die mathematische Behandlung des Problems wurde mit C = C(t) die 
zeitabhangige Konzentration des Alkohols in der Blase und mit V (¢) das Volumen 
der zur Zeit ¢ in der Harnblase vorhandenen Fliissigkeit bezeichnet; ferner ist 
v (t) = dV/dt die Geschwindigkeit des zuflieBenden Harns und @ (t) die augen- 
blickliche Konzentration des Alkohols im ZufluB. Aufgabe der theoretischen 
Untersuchung war die Berechnung von C in Abhangigkeit von der Zeit ¢. 


Die Konzentration C geniigt der Differentialgleichung 
dc v(t) v(t) 
— + oO = ol). 
aT HH)” HH? (1) 
Die zu den Anfangswerten C, = C(0) und V,) = V(0) fiir Konzentration C und 
Fliissigkeitsvolumen V gehérige Loésung von (1) hat die Gestalt 


CoVo+ frlt)¢ (t)dt (2) 
0 

C(t) Vi) . 

Approximiert man die Funktionen v (t) und ¢ (¢) durch Polynome, setzt man also 
n 
v(t) = 5 w,t’ und (3) 
y==() 

p(t) = cyt", (4) 


u=vU 
so geht (2) iiber in 


m 


n is 
Cot SS Vee _ pons 
y=eQ uO YM + ] 


C 


n ne 
i. 7 t ¥+1 
Tae+l 
wobei 
Uy 2 
yy = —— , » = 0; 1,2, s..... 5% (6) 
J 0 
Zur Vereinfachung der numerischen Auswertung von (5) wurden nur solche 
Falle betrachtet, bei denen » = 1 und m = 2 gewahlt werden konnte; es wurde 
also v(t) bzw. g(t) durch ein Polynom vom héchstens ersten bzw. zweiten Grad 
dargestellt. 


Dieser auf rechnerischem Wege erzielte Kurvenverlauf wurde 
nunmehr in Beziehung gesetzt zu experimentell gewonnenen Ergeb- 
nissen, wie sie in der Inaug.-Diss. von 8. Ammon} (Vers. 5—7) erhalten 
wurden. Das BA-Maximum erreichte bei den Versuchen etwa 0,7°/5, 


(s. Tab. 4). 
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rabel Tab. 4. 4. Versuchsperson: Sigrid Ammon, 26 J., 55kg, 164cm. Aufnahme 
wd von 75 ml Weinbrandverschnitt mit 30,4 Gew.-°% (entspr. 22,6 g absol.) Alkohol 
— um 22h (ohne Nahrung). Letzte Mahlzeit (141 Malzkaffee, 3 Brétchen) 4 Stdn. 
der vor Versuchsbeginn. Harnentleerung vor Versuchsbeginn. 
einer 
iitber — 22,45 |23,00 |23,15| 2,30] 3,30] 4,30] 6,00] 7,00 | 9,00] 10,308 
urde om 
Ollig 1. BAK [0,55 0,56 0,05 <— 
UAK 0,62 oie 
: M 120 ml 
1) die D 1006 
amen 2, BAK 0,45 0,12 */oo 
Paty UAK 0,41 9 
— M 810 ml 
chen D 1009 
3. BAK {0,57 | 0,54 | 0,52 0,00 oo 
UAK 0,33 Oe 
M 390 ml 
D 1011 
() 7 4 BAK 10,55 |0,52 loo 
UAK 0,29 oo 
und M 380 ml 
D 1015 
5. BAK {0,65 | 0,61 0,02 Olas 
(2) UAK 0,53 "loo 
(2 M 650 
D 1007 ml 
6. BAK | 0,71 0,11 Olen 
also UAK 0,42 */oo 
M 730 ml 
(3) D 1010 
7. BAK | 0,64 | 0,67 0,10 | 
UAK 0,40 | °/o9 
(4) M 820 | ml 
D 1004 
BAK = Blutalkohol-Konzentration M = Urinmenge 
UAK = Urinalkohol-Konzentration D = Spezif. Gewicht 
(5) %o010 
(6) 0544 ° Pian, Maipean 
G44 ee 
che Q3- 
urde Q2 + 
trad 01° ~ 
1234.5 (6) 
en —» Stdn. 
sale, Abb. 3. Vergleich von experimentell gefundenen Werten der Alkoholkonzen- 
> tration im angehaltenen Blasenurin nach abgeklungener Blutalkohol-Konzentration 
ten mit mathematisch ermittelten Werten. 
*/o0 — berechnete BAK, — — — berechnete UAK, 000 experimentell gefundene BAK, 
—»—»— experimentell gefundene UAK. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 295 14 














210 Zur Frage der Diffusion des Athylalkohols —_ Bd. 295 (1953) 


In der Abb. 3 wurden die Versuchsergebnisse von 8S. Ammon" 
mit der mathematisch berechneten Kurve in Beziehung gesetzt (wobei 
das BA-Maximum von 1°/,, auf ein solches von 0,7°%/o9 transponiert 
wurde). Die berechneten und die experimentell gefundenen UAK 
stimmen in Hohe und Verlauf weitgehend iiberein. Der geringe Niveau- 
unterschied der UAK und die Tatsache, daB das BA-Maximum bei den 
experimentell gewonnenen Ergebnissen friiher als in der berechneten 
Kurve liegt, 14Bt sich damit erklairen, daB bei den Versuchen der Magen 
praktisch entleert war (letzte Nahrungsaufnahme 4 Stdn. vorher), 
wahrend die Berechnungen fiir Verhaltnisse gewaihlt wurden, wie sie 
bei maBig gefiilltem Magen vorliegen. 


SchluBfolgerungen 


Aus unseren Untersuchungen ergibt sich, daB die normale mensch- 
liche Harnblasenwand fiir Athylalkohol, wenn iiberhaupt, in einem 
derart geringen MaBe durchlassig ist, daB praktisch von einer Undurch- 
lissigkeit gesprochen werden kann. Demnach kann die allgemein ver- 
breitete Ansicht, daB die Harnblasenwand fiir Alkohol leicht passierbar 
sei, fir die menschliche Harnblase jedenfalls nicht aufrecht erhalten 
werden. Unsere Ergebnisse stehen in Einklang mit Erfahrungen aus 
der forensischen Praxis und decken sich mit den Beobachtungen von 
Haggard, Greenberg, Carroll und Miller™. Sie stehen allerdings 
im Gegensatz zu den Auffassungen derjenigen Autoren, die ihre Unter- 
suchungen an Tieren durchgefiihrt haben. Dies legt zuniachst die Ver- 
mutung nahe, daB die tierische Harnblasenwand ein anderes Verhalten 
gegentiber Alkohol aufweist als die des Menschen, worauf schon Schar1® 
bei seinen Resorptionsversuchen mit anderen Stoffen hingewiesen hat. 
Allerdings ist bei den Beobachtungen auf Grund von Tierexperimenten 
zu bedenken, da das Verhalten der Harnblasenwand gegeniiber Alkohol 
in Narkose, nach Eréffnung der Bauchhéhle und Unterbindung der 
Ureteren, oft sogar bei gleichzeitiger Punktion der Harnblase, unter- 
sucht wurde, oder daB in den Fallen, in denen eine Laparotomie unter- 
lassen wurde, der Alkohol in Konzentrationen eingebracht wurde, die 
allein schon eine Schidigung der Harnblasenschleimhaut bewirkt haben 
muBten. Alle diese Versuche, bei denen MaBnahmen getroffen wurden, 
die zu schweren Beeintrichtigungen des Urogenitalsystems fiihren 
muBten, kénnen somit, trotz der Exaktheit und der klaren Versuchs- 
anordnung, nicht dem Anspruch gerecht werden, die Frage nach dem 
Diffusionsvermégen der Harnblase fiir Alkohol unter physiologischen 
Bedingungen geklart zu haben. 

Den Versuchen am Menschen haftet andererseits insofern eine 
gewisse Ungenauigkeit an, als durch das Nachtriufeln von Ureteren- 
harn eine standige Konzentrationsverminderung stattfindet. Dieser 
Fehlerquelle glauben wir bei der Deutung unserer Ergebnisse weit- 


16 W. Schar, Z. Urol. Chir. Gynakol. 44, 183 [1938]. 
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gehend Rechnung getragen zu haben. Einen Einflu8 des Fillungs- 
zustandes der Harnblase, durch den sich die Diffusionsverhiltnisse 
iindern kénnten, haben wir nicht beobachten kénnen. 


Zusammenfassung 


Ausgehend von der Beobachtung, daB bei ein- oder mehrmaliger 
Alkoholaufnahme, nach Absinken der Blutalkohol-Konzentration auf den 
Niichternwert, in dem in der Harnblase angehaltenen Urin noch mehrere 
Stunden lang ein erhéhter Alkoholgehalt nachweisbar ist, wurden syste- 
matische Untersuchungen am Menschen angestellt. Hierbei ergab sich 
ein sehr langsames Absinken des Alkoholgehaltes im stehenden Blasen- 
urin, das offenbar nicht durch Disffuion von Alkohol durch die Harn- 
blasenwand, sondern durch Verdiinnung infolge des NachflieBens von 
alkoholfreiem Ureterenharn bedingt ist. 


Uber die Acetylierung aromatischer Amine 
bei experimenteller Ketosis 


Von 
8. Hollmann und G. F. Domagk 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Géttingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. August 1953) 
Herrn Professor Dr. Karl Thomas zu seinem 70. Geburtstag gewidmet 


Die Anschauungen iiber Genese und Stellung der Acetessigsaure 
im Fettsiurestoffwechsel haben im letzten Jahrzehnt eine véollige 
Anderung erfahren. Wahrend man zunichst nach den grundlegenden 
Versuchen von Knoop! und Embden und Marx? Acetessigsdure 
als normales Durchgangsprodukt des Fettsiureabbaues angesehen 
hatte, das aus dem terminalen C,-Ende einer Fettsiure entsteht, konnte 
erstmals durch Versuche ‘an isotopenmarkierter Butter- und Octan- 
siure von Weinhouse und Mitarbb.* ihre Bildung durch eine Re- 
kondensation zweier C,-Bruchstiicke bewiesen werden. Die als ,,akti- 
vierte Essigsiure‘‘ bezeichneten C,-Bruchstiicke wurden nach Ent- 
deckung des Coenzyms A durch Lipmann‘ von Lynen und Mitarbb.® 


1 F. Knoop, Beitr. chem. Physiol. Pathol. 6, 150 [1905]. 

2 G. Embden u. A. Marx, Beitr. chem. Physiol. Pathol. 11, 318 [1908]. 

3 §. Weinhouse, G. Medes u. N. F. Floyd, J. biol. Chemistry 155, 143 
[1944]; G.Medes, S.Weinhouse u. N.F. Floyd, ebenda 157, 35 [1945]; 
S. Weinhouse, G. Medes u. N. F. Floyd, ebenda 158, 411 [1945]. 

4 F,Lipmann, J. biol. Chemistry 160, 173 [1945]; F. Lipmann u. N. 0. 
Kaplan, ebenda 162, 743 [1946]. 

5 F, Lynen, E. Reichert u. L. Rueff, Liebigs Ann. Chem. 574, 1 [1951]. 

14* 
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als S-Acetylverbindung des Coenzyms A erkannt. Der Abbau des 
nach Lynen und Mitarbb.* aus Fettsiuren entstehenden Acetyl- 
Coenzyms A wird nach Stern und Ochoa’ eingeleitet durch seine 
Kondensation mit Oxalessigsiure zu Citronensiure. Zu einer Acet- 
essigsdurebildung aus Acetyl-Coenzym A kommt es im Gesamtorganis- 
mus und in isolierten Systemen nur bei einem ungeniigenden Angebot 
an Oxalessigsiure unter gleichzeitiger Regenerierung von Coenzym A. 
Acetyl-Coenzym A fungiert auBer bei diesen Kondensationsreaktionen 
(Citrat- und Acetessigsiurebildung) auch bei Acetylierungsreaktionen 
(Bildung von Acetylaminen und Acetylcholin) als Co-Transacetylase®. 


Nachdem Soodak und Lipmann® den Beweis erbracht hatten, 
daB in vitro eine Acetessigsiurebildung durch Sulfanilamid kompetitiv 
gehemmt wird, wurde in den vorliegenden Untersuchungen gepriift, 
ob auch in vivo eine durch Fettsiuren hervorgerufene Ketosis durch 
ein aromatisches Amin unterdriickt werden kann infolge einer ge- 
steigerten Aminacetylierung. 


Methodik 


Als Versuchstiere wurden ausschlieBlich weibliche Kaninchen mit einem 
Gewicht zwischen 2 und 3,5 kg verwandt. Die Tiere befanden sich in Stoffwechsel- 
kafigen, in-denen der Harn vom Kot getrennt in 24-Stdn.-Portionen gesammelt 
wurde. Der Harn wurde zur Vermeidung von Acetonverlusten mit einer diinnen 
Schicht Paraffinum liquidum abgedeckt. 

Die Nahrung der Tiere bestand waihrend der 3—4-tagigen Versuchsperiode 
ausschlieBlich aus Runkelriiben. Eine Begrenzung der Menge war nur in den im 
Herbst angestellten Versuchen notwendig. Zwischen die einzelnen Versuchs- 
perioden wurden Erholungspausen von mindestens einer Woche eingeschaltet, in 
denen die Tiere im Tierstall mit Mischfutter (Runkeln, Hafer und Heu bzw. Gras) 
ernahrt wurden. 

An Stelle des bei Acetylierungsmessungen in vitro meist angewandten 
Sulfanilamid zogen wir fiir unsere Untersuchungen am Gesamtorganismus das 
4-Methylpyrimidin-p-sulfanilamid (Debenal M*) vor, da das wenig wasserlésliche 
N-Acetyl-sulfanilamid irreversible Nierenschiden verursachen kann, wahrend 
das N-Acetylprodukt von Debenal M nach Hecht? leichter wasserléslich ist als 
die freie Base. In einer zweiten Versuchsreihe wurde auch der EinfluB von p-Amino- 
benzoesdure gepriift. 

Die Amine wurden in einer Dosis von 0,5 g/kg Korpergewicht in warmem 
Wasser suspendiert durch Magenschlauch verabfolgt. Der Harn der Tiere wurde 
nach der Amingabe in 24-Stdn.-Portionen aufgefangen, die letzte Probe 48 Stdn. 
nach der Aminzufuhr. 

Die Bestimmung des Acetylamins im Harn erfolgte durch Differenzbestim- 
mung des Amingehaltes vor und nach 60 Min. Hydrolyse in m/5-HCl nach Bratton 
und Marshall". Die Kupplungskomponente Naphthylathylendiamin wurde 


6 F.Lynen, L. Wessely, O. Wieland u. L. Rueff, Angew. Chem. 64, 
687 [1952]. 

7 J.R. Stern u. S. Ochoa, J. biol. Chemistry 191, 161 [1951]. 

8 F. Lynen u. E. Reichert, Angew. Chem. 68, 47 [1951]. 

§ M. Soodak u. F. Lipmann, J. biol. Chemistry 175, 999 [1948]. 

10 G. Hecht, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 208, 
58 [1949]. 

11 A, C. Bratton u. E. K. Marshall jr., J. biol. Chemistry 128, 537 [1939]. 
* Debenal M verdanken wir den Farbenfabriken Bayer. 
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nach Literaturangaben™ aus Phthalimid dargestellt. Normalharne wiesen keinen 
nennenswerten Leerwert auf. 

Das Ausma8 der Acetylierung ist in den folgenden Tabellen in °% acetylierten 
Amins, bezogen auf die Gesamtaminausscheidung im Harn in 48 Stdn., angegeben. 

Eine Ketosis wurde hervorgerufen durch orale Zufuhr von Na-Butyrat in 
Anlehnung an das von Beatty und West” fiir Ratten ausgearbeitete Verfahren. 
Da es mit dieser Methode jedoch nicht gelang, bei Kaninchen tiber langere Zeit 
eine konstante, reproduzierbare Ketosis zu erzeugen, da vielmehr die anfanglich 
stark erh6hte Ketonkérperausscheidung nach wenigen Tagen infolge einer adaptiven 
Stoffwechselumstellung auf fast normale Werte absank, wurden in allen Versuchen 
dieser Arbeit unter Vermeidung einer in lingeren Versuchsperioden stattfindenden 
Anpassung des Organismus ausschlieBlich ,,Kurzbelastungen‘‘ durchgefiihrt. Jede 
Versuchsperiode bestand aus 4 Tagen. Nach einer Hungerzeit von 24 Stdn., 
wihrend der evtl. Wasser durch Magenschlauch gegeben wurde, erhielten die Tiere 
zwei Tage lang 4-mal taglich je 5 com 12,5°/, Na-Butyrat/kg durch Magenschlauch. 
Der 4. Tag war Nachbeobachtungstag. 

Die Bestimmung der Ketonkérper im Harn erfolgte kolorimetrisch als 
Di-[o-oxybenzal]-aceton nach Behre!*. Die Eichkurve wurde durch Messnngen 
an jodometrisch eingestellten Acetonlésungen gewonnen. 

Als Gesamtketonkérperausscheidung im Harn ist in den folgenden Tabellen 
die Summe von Aceton, Acetessigsiure und /-Oxybuttersiure, berechnet als Aceton, 
in der 4-tagigen Versuchsperiode angegeben. 

Die Extinktionsmessungen erfolgten anfangs mit dem Pulfrich-Stufenphoto- 
meter, spiter mit dem Beckman-Quarzspektrophotometer, Modell DU. 

ATP wurde als Dibariumsalz aus Kaninchenmuskulatur nach Dounce und 
Mitarbb.“ dargestellt. 


Versuchsergebnisse 


Acetylierung von Methylpyrimidin-sulfanilamid unter 
Normalbedingungen 


Um die fiir unsere Fragestellung ungeeigneten Tiere mit sehr hohen 
Acetylierungsraten primar ausschalten zu kénnen, wurde bei allen 
Tieren zunichst die Acetylierung von Methylpyrimidin-sulfanilamid 
gemessen. Wie die Ergebnisse der Tab. 1 zeigen, weist die Acetylierung 
von Methylpyrimidin-sulfanilamid zwar sehr starke individuelle Schwan- 
kungen zwischen 37 und 93% auf, ist beim selben Tier jedoch ver- 
hailtnismaBig konstant mit einer mittleren Streuung von etwa 4%. 


Tab. 1. Ausscheidung von N-Acetylamin im Harn nach oraler Zufuhr von 
Methyl pyrimidin-sulfanilamid. 

















Tier | A| B] D GlH|1|K|L|M N o|P|Q|R 

N-Acetylamin in °/ der | 54| 84] 86| 73| 91 93| 78| 87| 93] 85| 88] 42| 85] 41 

Gesamtaminausschei- | 42] 87] 88] 79| 93 76| 88 42 | 84) 42 
dung im Harn 44 81 37 


























122 C,H. Beatty u. E.S. West, J. biol. Chemistry 190, 603 [1951]. 

13 J. A. Behre, J. biol. Chemistry 186, 25 [1940]. 

1 A, L. Dounce, A. Rothstein, G. Thannhauser Beyer, R. Meier u. 
R.M. Freer, J. biol. Chemistry 174, 361 [1948]. 
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Das Ausma8 der Acetylierung scheint von erblichen Faktoren 
abhingig zu sein; denn verwandte Tiere zeigen sehr ahnliche Acety- 
lierungsraten. Beispielsweise sind die Tiere B und D, — M, N und O 
sowie P und R Geschwistertiere, Tier I ist das Muttertier von M, N 
und O. 

Die von anderen Autoren’ bei Acetylierungsmessungen mit 
Pyridinsulfanilamid an Kaninchen gefundenen erheblichen Schwan- 
kungen der Acetylierungsraten am selben Tier méchten wir auf Ande- 
rungen der Nahrungsmenge und Nahrungszusammensetzung zuriick- 
fiihren. Zur Bestatigung dieser Annahme seien zwei Versuche angefihrt 
(s. Tab. 2), in denen die Acetylierung von Methylpyrimidin-sulfanilamid 
bei Riibenkost verglichen wurde mit derjenigen bei alleiniger Ernahrung 
mit Hafer bzw. Wirsingkohl. Die Acetylierungsmessung erfolgte in 
jedem Falle am dritten Tag nach der Nahrungsumstellung. 

Nach diesen Ergebnissen scheint im wesentlichen die Héhe des 
Kohlenhydratgehaltes der Nahrung das AcetylierungsausmaB zu be- 
stimmen ; denn der Kohlenhydratgehalt der drei untersuchten Nahrungs- 
mittel fallt in derselben Reihenfolge wie die Acetylierungsraten. EiweiB- 
und Fettgehalt von Riiben und Kohl sind praktisch identisch. 


- Tab. 2. Einflu8 der Nahrung auf die Acetylierung oral 
. zugefiihrten Methylpyrimidin-sulfanilamids. 








Tier | P | Q 

bei Haferkost 4 = 

N-Acetylamin in °% der 42 85 

Gesamtaminausschei-| bei Riibenkost 42 84 
dung im Harn 28 


bei Kohlkost 33 


Acetylierung von Methylpyrimidin-sulfanilamid bei einer 
durch Fettsaiuren hervorgerufenen Ketosis 


Die von uns gefundenen Werte der Gesamtketonkérperausscheidung 
im Harn des stoffwechselgesunden Kaninchens liegen in der GrdBen- 
ordnung der von Banerjee und Bhattacharya” mitgeteilten Werte. 
Der Mittelwert betrug in unseren Versuchen 1,4 mg/Tag. 

Nach Butyrat-Kurzbelastungen waren, wie die Beispiele der Tab. 3 
zeigen, die Ketonkérperausscheidungen im Harn zwar individuell sehr 
unterschiedlich, beim selben Tier bei Wiederholung aber annihernd 
reproduzierbar. Der Anstieg auf das doppelte bei Futterbeschrankung 
bei Tier L 148t u. a. Anderungen der Nahrungsmenge als Ursache der 
Schwankungen vermuten. Diese Annahme stiitzt sich ferner auf die 
Beobachtungen, daB im Herbst bei unserer Versuchsanordnung nur bei 
Riibenbeschrinkung eine Ketosis hervorzurufen war wegen des hohen 
Zuckergehaltes der frisch geernteten Riiben. Wir méchten daher auch 


18 H. G. Bray, F.C. Neale u. W. V. Thorpe, Biochem. J. 40, 406 [1946]. 
16S. Banerjee u. G. Bhattacharya, J. biol. Chemistry 178, 145 [1949]. 
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die in der Literatur!” 1® mitgeteilten jahreszeitlichen Schwankungen 
einer Ketosis auf Nahrungseinfliisse zuriickfiihren. 


Tab. 3. Gesamtketonkérperausscheidung im Harn und Acetylierung von Methyl- 
pyrimidin-sulfanilamid nach oralen Gaben von Na-Butyrat bzw. Methylpyrimidin- 
sulfanilamid und beiden gemeinsam. 


Tier Piatt zi & 


N-Acetylamin in °% der A 84 | 73 | 76 | 87 
Gesamtaminausschei- unter Normalbedingungen 87 79 78 88 











dung im Harn bei Butyratbelastung 88 75 78 83 
Gesamtketonkérperaus-|bei Butyratbelastung a a = a 


scheidung im Harn eee ve 
bei gleichzeitiger Gabe von 

aaa als Aceton)| "‘Methylpyrimidin-sulfanil-| 20 | 18 | 49 | 88* 
amid 


* bei Beschrinkung der Riibenmenge. 

















Eine durch Butyratgaben erzeugte Ketonurie wurde durch gleich- 
zeitige Zufuhr von Methylpyrimidin-sulfanilamid, das zusammen mit 
der ersten und fiinften der insgesamt acht Butyratgaben verabfolgt 
wurde, nicht vermindert. Die Acetylierung des Amins blieb ebenfalls 
wihrend der Ketosis unbeeinflu8t. Am Gesamtorganismus ist demnach 
Methylpyrimidin-sulfanilamid nicht in der Lage, das aus dem Butter- 
siureabbau stammende Acetyl vom Coenzym A zu iibernehmen und 
dadurch die Acetessigsiurebildung zu vermindern. 

Als Ursache dieser Unfahigkeit kénnte ein relativer ATP-Mangel 
angenommen werden. Denn Charalampous und Hegsted?® fanden 
im Alloxandiabetes eine verminderte Acetylierungsfihigkeit und konnten 
sie u. a. durch subcutane Injektion von ATP normalisieren. Wir unter- 
suchten daher auch den ATP-Einflu8 auf die Acetylierung von Methyl- 
pyrimidin-sulfanilamid unter Normalbedingungen und wihrend der 
Ketosis. ATP wurde 2-mal in einer Menge von je 200 wMol/Tag als 
K-Salz subcutan injiziert. Wie die Tab. 4 zeigt, hatte die ATP-Injektion 
auf die Acetylierung wihrend einer butyratbedingten Ketosis keinen 
Einflu8. Anderungen der Ketonkérperausscheidung im Harn waren 
ebenfalls nicht feststellbar. Die geringgradigen Acetylierungssteige- 
rungen durch ATP beim normalen Tier liegen innerhalb des normalen 
Schwankungsbereiches. 

Das Unvermégen von Methylpyrimidin-sulfanilamid, eine Acet- 
essigsiurebildung aus Buttersiure zu hemmen, ware verstaéndlich, wenn 
man annimmt, daB die Acetessigsiure aus Buttersiiure direkt tiber 
Acetacetyl-Coenzym A ohne intermediire Bildung von Acetyl-Coenzym A 


17 J, Abelin, Helv. physiol. Acta 7, 79 [1949]. 
18 J,H. Burn u. H. W. Ling, J. Physiology 65, 191 [1928]. 
19 F,C.Charalampous vu. D.M.Hegsted, J. biol. Chemistry 180, 623 


[1949]. 
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Tab. 4. Einflu8 von ATP auf die Acetylierung oral verabfolgten Methylpyrimidin- 
sulfanilamids unter Normalbedingungen und nach oraler Zufuhr von Na-Butyrat. 











Tier B G K L 
ohne 84 73 76 87 
unter Normal- ATP 87 79 78 88 

bedingungen mit 
N-Acetylamin in % der ied ATP | ~— 84 80 -- 

Gesamtaminausschei- 

dung im Harn ohne , 
. bei Butyrat- ATP 88 aa 78 83 
belastung om 83 ‘¥ 1+] 3 




















* 2mal je 264 «Mol Na-ATP. 


entsteht. Eine solche Annahme scheint nach den Versuchen von 
Kennedy und Barker®®, zumindest fiir die Verhaltnisse bei Clostridium 
kluyveri, berechtigt zu sein. Aus diesem Grunde wurde in analogen 
Versuchen die Acetylierung von Methylpyrimidin-sulfanilamid bei einer 
durch Na-Capronat hervorgerufenen Ketosis bestimmt, da die aus 
n-Capronsaure gebildete Acetessigsiure nach Witter und Mitarbb.#4 
durch eine Rekondensationsreaktion entsteht. Die Versuchsanordnung 
und die verwandten Mengen waren in diesen Versuchen die gleichen 
wie in den Butyratversuchen. Das Ergebnis dieser Versuche (s. Tab. 5) 
stimmt mit dem der Buttersiureversuche vdllig iiberein: Auch bei einer 
durch Capronsaure hervorgerufenen Ketonurie war die Acetylierung 
von Methylpyrimidin-sulfanilamid nicht gesteigert. Die Ketonkérper- 
ausscheidung im Harn war nach Verabfolgung von Methylpyrimidin- 
sulfanilamid sogar eindeutig héher als nach Gaben von Na-Capronat 
allein. Eine Erklarung fiir diese Beobachtung vermégen wir vorliufig 
nicht zu geben. 


Tab. 5. Acetylierung oral verabfolgten Methy]- 
pyrimidin-sulfanilamids unter Normalbedingungen und 
nach oraler Zufuhr von Na-Capronat. 








Tier (PrP iB 
ee Normal- 37 42 
N-Acetyl % der | Unter 
tac cosas ary bedingungen 39 41 
dung im Harn bei Capronat- 38 36 
belastung 


Acetylierung von p-Aminobenzoesdure unter Normal- 
bedingungen und bei butyratbedingter Ketosis 


Um festzustellen, ob unsere an einem Sulfonamid erhobenen Be- 
funde auch fiir andere aromatische Amine zutreffen, wurden in gleicher 








#0 EK. P. Kennedy u. H. A. Barker, J. biol. Chemistry 191, 419 [1951]. 
1 R. F. Witter, E.H.Newcomb u. E.Stotz, J. biol. Chemistry 185, 
537 [1950]. 
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Weise Acetylierungsmessungen an p-Aminobenzoesiure unter Normal- 
bedingungen und nach Butyratgaben durchgefiihrt. p-Aminobenzoe- 
siiure wurde in einer Dosis von 0,5 g/kg als Na-Salz verabfolgt. 


Tab. 6. Acetylierung oral verabfolgter p-Aminobenzoesiure unter Normal- 
bedingungen und nach oraler Zufuhr von Na-Butvrat. 








Tier Pp | R Ss | 1 

€ 7 

N-Acetylamin in °% der | unter Normalbedingungen : : . 4 x 
Gesamtaminausschei- 20 
dung im Harn bei Butyratbelastung 0 0 48 35 








Wie aus Tab.6 hervorgeht, war die Acetylierung von p-Amino- 
benzoesiure nach Butyratgaben nur bei Tier T gesteigert, bei allen 
anderen blieb sie unbeeinfluBt. 


Als Nebenbefund ergab sich bei diesen Versuchen, da p-Amino- 
benzoesiure von den Tieren P und R (Geschwistertiere) praktisch nicht 
acetyliert wurde, wihrend beide Tiere Methylpyrimidin-sulfanilamid 
zu etwa 40% acetylierten. Aus Acetylierungsmessungen an einer 
Substanz sind demnach verallgemeinernde Schliisse auf das Acety- 
lierungsvermégen eines Organismus nicht erlaubt. 


Nachdem festgestellt war, daB eine am Gesamtorganismus durch 
Butyrat bzw. Capronat hervorgerufene Ketosis durch Methylpyrimidin- 
sulfanilamid und p-Aminobenzoesiure nicht gehemmt werden kann, 
priften wir in einigen Versuchen, ob eine Ketosis-Senkung unter unseren 
Versuchsbedingungen durch Oxalacetat* oder Succinat gelingt. Die 
Dicarbonsiéuren wurden in einer der verwandten Methylpyrimidin- 
sulfanilamid-Menge aquimolaren Menge als Na-Salze zusammen mit 
der ersten und dritten Butyratgabe durch Magenschlauch verabreicht. 
Die Ergebnisse dieser Versuche waren uneinheitlich. Teils fand sich 
eine Senkung der Ketonurie um 40°, bei anderen Tieren blieb die 
Ketonurie véllig unverindert. Ahnlich widersprechende Ergebnisse 
wurden bei Behandlung einer Ketosis menschlicher Diabetiker mit 
Bernsteinsiure?2-25 oder Citronensiure®® erhalten. Daf jedoch die 
der Theorie nach zu erwartende Ketosis-Senkung auch am Gesamt- 
organismus durch viele Glieder des Citronensiiurezyklus méglich ist, 
zeigten Beatty und West? in einer groBen Versuchsserie an Ratten. 


* Fiir Uberlassung der Oxaleesigsiiure méchten wir Herrn Professor Dr. ©. 
Martius, Wiirzburg, vielmals danken. 

2 A.v.Koranyi u. A. Szent-Gyérgyi, Dtsch. Med. Wschr. 68, 1029 
11937]. 
#8 A. Brockmiiller, Miinch. Med. Wschr. 85, 252 [1938]. 

% R.D. Lawrence, R. A. McCance u. N. Archer, Brit. Med. J. 2, 214 
[1937]. 

*° H. Dibold, L. Frey u. F. W. Lapp, Dtsch. Med. Wschr. 68, 1505 [1937]. 

26 E.M. MacKay, H.O.Carne u. A.N. Wick, J. biol. Chemistry 138, 
59 [1940]. 
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Diskussion 


Die vorstehend geschilderten, am Gesamtorganismus erhobenen 
Befunde stehen im Widerspruch zu den Beobachtungen von Soodak 
und Lipmann® iiber die Hemmbarkeit einer Acetessigsiurebildung 
durch Sulfanilamid in vitro und zu den heutigen Vorstellungen iiber 
Funktion und Schicksal des Acetyl-Coenzyms A iberhaupt. 


Die Frage nach dem Schicksal des Acetyl-Coenzyms A im Stoff- 
wechsel ist bis heute im wesentlichen vom energetischen Standpunkt 
aus beantwortet worden. Wenn jedoch die Verainderung der freien 
Energie beim Ubergang von Acetyl-Coenzym A in das Acetylprodukt 
allein maBgeblich ware fiir die Art der Acetylverwertung, dann miBte 
es auf Grund der AF-Werte der verschiedenen Acetylverbindungen?’ 
méglich sein, sowohl durch Cholin als auch durch Amine und durch 
Oxalessigsiure eine Acetessigsiurebildung zu .hemmen. 


Gegen eine solche schematisierte Betrachtungsweise spricht schon 
der Mechanismus der verschiedenen ,,Acetylierungsreaktionen‘. Bei 
den Acetylierungen von Cholin und Aminen mu man eine ,,Akti- 
vierung“‘ des Carboxylendes des Acetates, bei den Kondensations- 
reaktionen (Citrat- und Acetessigsiurebildung) dagegen eine ,,Akti- 
vierung’’ des Methylendes annehmen. Es ist demnach nicht nur die 
Existenz zweier verschiedener Fermentsysteme, eines acetylierenden 
und eines kondensierenden Fermentes zu fordern, sondern auch die 
Existenz zweier verschiedener Zustandsformen des Acetyl-Coenzyms A. 


In der Literatur der letzten 10 Jahre finden sich zahlreiche Hin- 
weise dafiir, daB sich ,,aktivierte Essigsiure“ je nach ihrer Herkunft, 
ob aus Fettsiuren, Acetat, Brenztraubensiure, Milchsiure oder Alanin, 
im Stoffwechsel verschieden verhilt. Solche Unterschiede der Ver- 
wertung wurden z. B. von Bloch und Rittenberg*™® bei Unter- 
suchungen tiber die Acetylierung aromatischer Amine und bei Unter- 
suchungen tiber die Cholesterinsynthese gefunden. Sonne und Mit- 
arbb.?® fanden ahnliche Unterschiede bei Versuchen iiber den Aufbau 
des Purinkernes im Vogelorganismus. Als weiteren Hinweis méchten 
wir unsere Beobachtungen betrachten, nach denen die Acetylierung 
aromatischer Amine durch Butter- oder Capronsiure nicht gesteigert 
werden kann, dagegen eine sehr starke Abhingigkeit vom Kohlen- 
hydratgehalt der Nahrung aufweist. 


Zur Erklérung dieser Beobachtungen und der Unterschiede im 
Mechanismus der Acetylierungs- und Kondensationsreaktionen nahmen 


27 Siehe N.O. Kaplan in ,,The Enzymes‘ 2, 55 (Academic Press, Inc., 
New York, 1951). 
* K. Bloch u. D. Rittenberg, J. biol. Chemistry 159, 45 [1945]. 
29 J.C. Sonne, J.M. Buchanan u. A.M. Delluva, J. biol. Chemistry 
166, 395 [1946]. 
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Stern und Mitarbb.®*° an, daB Acetyl-Coenzym A in Lésung als Gleich- 
gewicht zweier tautomerer Formen vorkommt: 


O a 
] 
CH,-C-S-CoA == CH, :0-S-CoA 
Lipmann®*! diskutierte neben der S-Acylform des Acetyl-Coen- 


zyms A die Existenz einer Sulfoniumform: 
O O 


\| {| + 
CH,C-S-CoA und C:CH,-S:CoA 
asked 


Durch beide Annahmen wird versucht, in der einen Form die Akti- 
vierung des Carboxyl-, in der anderen die Aktivierung des Methylendes 
des Molekiils verstindlich zu machen. 

Auf Grund unserer bei Untersuchungen tiber die Acetylierung 
aromatischer Amine erhobenen Befunde méchten auch wir zwei Zu- 
standsformen des Acetyl-Coenzyms A annehmen. Im Gegensatz zu 
Stern und Mitarbb.*° sind wir jedoch der Ansicht, daB diese beiden 
Formen nicht in einem Gleichgewicht stehen, oder daB zumindest die 
Umwandlung aus der einen in die andere unter bestimmten Bedingungen 
unméglich ist. Die erstmals von Lipmann*! vertretene Ansicht, daB 
auBer der S-Acylform eine Sulfoniumform des Acetyl-Coenzym A 
existiert, hat an Wahrscheinlichkeit gewonnen, nachdem auch bei 
anderen Biosynthesen die Verwendung energiereicher Sulfonium-Ionen 
sichergestellt werden konnte. Ein solches Sulfonium-Ion ist z. B. das 
,aktivierte“ Methionin, das nach Cantoni** bei der Methylierung von 
Guanidinessigsiure zu Kreatin unter Freisetzung seiner Energie fermen- 
tativ reduziert wird. 

Bei Annahme von zwei selbstiindigen, nicht in einem Gleichgewicht 
stehenden Formen des Acetyl-Coenzyms A wird auch der Widerspruch 
zwischen unseren Ergebnissen und den Ergebnissen von Soodak und 
Lipmann’, nach denen eine Acetessigsiurebildung aus Acetat in vitro 
durch Sulfanilamid gehemmt wird, erklirbar. Aus Acetat kann man 
sich die Bildung der einen oder anderen Form des Acetyl-Coenzyms A 
vorstellen je nach der Natur des zugesetzten Acetylacceptors. In diesem 
Falle wiirde die Acetyl-Verwertung entsprechend den allgemeinen 
Vorstellungen nur energetisch gesteuert werden. Bei Zusatz von Sub- 
stanzen, aus denen erst durch Abbau Acetyl-Coenzym A entsteht, ist 
Form und Verwertung des entstehenden Acetyl-Coenzyms A da- 
gegen bereits durch die chemische Struktur der Essigsiure-Vorstufe 
vorausbestimmt. Um diese Annahme weiter zu stiitzen, sind Versuche 
tiber die BeeinfluBbarkeit der Aminacetylierung in vitro durch ver- 
schiedene Acetylvorstufen geplant. 


30 J.R. Stern, B.Shapiro, E.R.Stadtman u. S.Ochoa, J. biol. 
Chemistry 198, 703 [1951]. 

31 F, Lipmann, Vortrag II. Internat. Biochem. Kongr., Paris 1952. 

2G. L.Cantoni, J. Amer. chem. Soc. 74, 2942 [1952]. 
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Zusammenfassung 


1. Das AusmaB der Acetylierung von Methylpyrimidin-sulfanil- 
amid durch normale Kaninchen weist zwar erhebliche individuelle, 
offenbar rassemaBig bedingte, erbliche Schwankungen auf, ist indessen 
beim gleichen Tier relativ konstant. Die Acetylierung ist abhingig 
von der Nahrungszusammensetzung. 

2. Die Ausscheidung an Gesamtketonkérpern im Harn betrigt 
beim normalen Kaninchen im Durchschnitt 1,4 mg/Tag. Eine durch 
Buttersiure hervorgerufene Ketonurie wird durch gleichzeitige Gabe 
von Methylpyrimidin-sulfanilamid nicht vermindert, die Acetylierung 
des Sulfonamids bleibt ebenfalls unbeeinfluBt. Zusiatzliche Injektion 
von ATP ist ohne Wirkung. 

3. In gleicher Weise mit Capronsiure an Stelle von Buttersiure 
angestellte Versuche fiihren zu dem gleichen Ergebnis. 

4. Auch die Acetylierung von p-Aminobenzoesiure ist wahrend 
einer butyratbedingten Ketosis nicht gesteigert. 

5. Die sich aus diesen Befunden ergebenden Folgerungen werden 
im Rahmen einer Besprechung iiber Schicksal und Struktur der ,,akti- 
vierten Essigséiure“ diskutiert. Die Versuchsergebnisse werden als 
weiterer Hinweis fiir die Existenz von zwei verschiedenen, nicht in einem 
Gleichgewicht stehenden Formen des Acetyl-Coenzyms A angesehen. 


Uber die Histidin-Desaminase, die aus Histidin Urocaninsaure bildet 


Von 
K. Ichihara, M. Uchida, K. Matsuda, N. Kumagai und H. Kikuoka 
Aus dem Biochemischen Laboratorium der Medizinischen Fakultit der Universitat zu Osaka 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. August 1953) 


Herrn Professor Thomas zum 70. Geburtstage gewidmet 


Es gibt mindestens zwei Modi der Desaminierung von Aminosauren 
in vivo; der eine geht oxydativ und der andere intramolekular! vor 
sich. Bei dem ersteren werden «a-Ketosiuren, bei dem _letzteren 
Acrylsaurederivate, und zwar aus Histidin Urocaninsiure gebildet. Die 
«-Ketosaéuren werden gelegentlich zu den entsprechenden «-Oxysiuren 
reduziert. Wéahrend bei Mikroorganismenversuchen mit Histidin oft- 
mals Imidazolmilchsiure isoliert wurde, wurde bei Tierversuchen weder 
Imidazolbrenztraubensiure noch Imidazolmilchsiure nachgewiesen. Im 
Gegensatz dazu wurde Urocaninsiure nicht nur bei Mikroorganismen-, 


1 Y.Kotake, diese Z. 122, 241 [1922]. 
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sondern auch bei Tierversuchen bekommen. Edlbacher? hatte durch 
seine Histidase aus Histidin Glutaminsiure isoliert, auch Sera?* hat 
durch Leberenzym aus Urocaninsiure dieselbe Saéure erhalten. Neuer- 
dings haben Hayaishi u.a.4 sowie Borsook u.a.° mittels des 'N- 
Histidins die Resultate von Sera bestatigt. Daraus ersieht man, daB 
Urocaninsiure als intermediares Stoffwechselprodukt des Histidins eine 
wichtige Stellung einnimmt. 

Nach Edlbacher entspricht die Aminogruppe der Glutaminsiéure 
der des Histidins; nach Sera stammt sie aber aus dem Stickstoff des 
Imidazolrings. Der erstere behauptet, die Sprengung des Rings 
erfolge.unter Beibehaltung der Aminogruppe; der letztere meint dagegen, 
daB eine intramolekulare Desaminierung ohne Ring-Aufsprengung 
erfolge. Die beiden Autoren waren jedoch iibereinstimmend der Meinung, 
daB beide Prozesse hydrolytisch verlaufen. Wir sind zu einer abweichen- 
den Meinung gekommen, woriiber wir anderen Orts berichten wollen. 
Jedenfalls beriihren die beiden Arbeiten den Desaminierungsvorgang 
des Histidins nicht; wir méchten sie daher in dieser Hinsicht auBer acht 
lassen. 

Im folgenden wollen wir einerseits dariiber berichten, daB die 
Wirkung der gereinigten Histidin-Desaminase ohne Sauerstoffaufnahme 
vor sich geht, anderseits den aktiven Teil des Enzyms beschreiben. 
Wie bekannt, entstehen aus Phenylalanin und Tyrosin® und aus 
Asparaginsdure?* im Organismus die entsprechenden Acrylsaure- 
derivate. 


Beschreibung der Versuche 


Zur Bestimmung des Histidins und der Urocaninsaure diente die mit Trichlor- 
essigsiure enteiweiBte Fliissigkeit. 

Histidinbestimmung (nach der Modifikation von Sera’): Die enteiweiBte 
Flissigkeit wurde mit Bromlésung (0,5—1,0°{, in 10-proz. Essigsiure) tropfen- 
weise versetzt und geschiittelt, bis sie schwach gelb blieb. Nach 10 Min. langem 
Stehenlassen war die Lésung fast farblos geworden; erst mit Jodstirkepapier 
lieB sich der UberschuB des Broms wahrnehmen. Dann wurden ein Tropfen einer 
10-proz. Rhodanammonlésung, um das Brom zu reduzieren, und nach und nach 
10-proz., genau neutralisierte Ammoniumacetatlésung vorsichtig hinzugesetzt. 
Die Lésung wurde durch Zusatz von Wasser auf & ccm und py 5,0 gebracht und 
im Wasserbad von 50° C 7 Min. erwirmt. Nachdem die Lésung 5 Min. im Zimmer 
gestanden hatte, farbte sie sich purpurrot. Die Extinktion wurde mit dem Pulfrich- 


2 §. Edlbacher, diese Z. 157, 106 [1926]; S. Edlbacher u. J. Kraus, 
diese Z. 191, 225 [1930]; S. Edlbacher u. M. Neber, diese Z. 224, 261 [1934]. 

3 Y.Sera, Y.Fujiiu. 8S. Yata, Mitteilungen d. Medizinischen Gesellschaft 
zu Osaka 88, 1029 [1939]; Y. Sera, ebenda 88, 1107 [1939]; 40, 739 [1941]; 41, 
745 [1942]. 

4H. Tabor, A. H. Mehler u. O. Hayaishi, J. biol. Chemistry 196, 121 
[1952]. 
5 A. Abrams u. H. Borsook, J. biol. Chemistry 198, 205 [1952]. 

6 K. Hirai, Biochem. Z. 114, 71 [1921]; 185, 299 [1923]. 

?7 J. A. Virtanen u. J. Tartanen, Biochem. Z. 250, 193 [1932]; Natur- 
wissenschaften 19, 397 [1911]. 

8 J. H. Quastel u. B. Woolf, Biochem. J. 20, 545 [1926]. 
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Photometer (Filter S,3; als Kontrolle diente Wasser) bestimmt und das Ergebnis 
auf Histidin umgerechnet. 

Die Urocaninsaurebestimmung erfolgte ebenfalls nach der Modifikation 
von Sera: Die Reagenzien wurden nach Hanke und Koessler® hergestellt. 3 com 
0,9-proz. Sulfanilsiurelésung (Salzsiure wurde bis zu 3,394 zugesetazt) und 3 ccm 
5-proz. Natriumnitritlo6sung wurden in einem eisgekiihlten MeBkolben von 100 ccm 
gut gemischt. Nach 5 Min. wurden 12 ccm Natriumnitritlésung zugesetzt; 
5 Min. spaiter wurde der MeBkolben mit Wasser zur Marke aufgefillt und in den Eis- 
schrank gestellt. Zum Gebrauch mu die Mischung stets frisch bereitet werden. 

Zu 1—2 ccm der enteiweiBten Lésung wurden 2 ccm der oben erwahnten 
Diazoreagenzien gegeben; nach 1 Min. wurden 3 ccm 4-proz. Natronlauge zu- 
gesetzt und mit Wasser auf 8ccm aufgefiillt. Nach 30 Min. Stehenlassen bei 
50° C wurde die Extinktion gemessen (als Kontrolle diente Wasser) und auf Uro- 
caninsiure umgerechnet. : 

Herstellung der Enzymlésung: Es gelang Sera® und nachher auch 
Takeuchi?®, Histidin-Desaminase und Urocaninase voneinander zu trennen. 

Die Roh-Enzymlésung (A) wurde nach Takeuchi folgenderweise hergestellt : 
Die Meerschweinchenleber wurde zermahlen, der Leberbrei mit dem 5-fachen 
Volumen 10-proz. Rohrzuckerlésung verriihrt und nach 1 Stde. zentrifugiert. Der 
iiberstehende klare Extrakt wurde mit Essigsiure auf py 5 gebracht, der ent- 
standene Bodensatz mit Wasser auf das Volumen des urspriinglichen Extraktes 
gebracht und die Suspension mit Natronlauge neutralisiert. 

Die Roh-Enzymlésung (B) wurde folgenderweise hergestellt: Die Kaninchen- 
leber wurde mit gleicher Menge Seesand 30 Min. zerrieben. Der Leberbrei wurde 
darauf mit-dem 5-fachen Volumen Wasser digeriert und nach 1}/, Stde. zentri- 
fugiert (3500 U/min). Dann wurde die iiberstehende Fliissigkeit bei 30000 U/min 
weiter zentrifugiert, die iiberstehende Fliissigkeit mit Essigsiure auf pq 5 ge- 
bracht und 30 Min. zentrifugiert (3800 U/min). Der entstandene Bodensatz 
wurde in Wasser suspendiert und auf pq 7,2 eingestellt. Nun wurde die Fraktion 
bis zu 30—50% mit Ammoniumsulfat gesattigt, der Niederschlag in kaltem Wasser 
aufgelést und als Enzymlésung zum Versuch verwandt (Abb. 1). 


Vers.1: Abbau des Histidins und Sauerstoffaufnahme 

Die Roh-Enzymlésung (A) kam in das Warburg-Manometer; Versuchs- 
bedingungen nach Tab.1; Manometer im Thermostaten bei 37,5°C bis zur 
Temperaturkonstanz geschiittelt; dann das Substrat der Ansatzbirne in den 
Hauptraum eingelassen und weiter geschiittelt. Gleichzeitig wurde ein Probier- 
réhrchen mit dem gleichen Inhalt wie das A-Gefa8 eingetaucht und von Zeit zu 
Zeit auf Histidin gepriift. Nach dem Verschwinden des Histidins im Kontroll- 
réhrchen wurden die Manometer herausgenommen. Dem Inhalt der Manometer- 
gefaBe wurde 16-proz. Trichloressigsiure zugesetzt, das Filtrat wurde neutralisiert 
und auf Histidinabnahme und Urocaninsiurebildung gepriift. 

Im Gefi8 A war Histidin vollstiéndig verschwunden und gleichzeitig ge- 
bildete Urocaninsaure véllig intakt zuriickgeblieben, also war in unseren Enzym- 


Tab. 1. Versuchsbedingungen. Inhalt der GefaiBe. py 9,0, 37,5°C. 
GefaB | A B Cc 


Borat-HCl-Puffer 1 ccm 
Enzymlésung 2 com 


Einsatz 10-proz. KOH 0,2 ccm wie A wie A 


P roe Wasser Urocaninsiure 6 uMol. 
Ansatzbirne | l-Histidin 6 Mol. 0,6 ccm 0,6 com 0,6-com 








Hauptraum wie A wie A 





9 K. K. Koessler u. M. T. Hanke, J. biol. Chemistry 39, 497 [1919]; 59, 


803 [1924]. 
10 M. Takeuchi u. 8S. Akamatsu, J. Biochemistry [Tokyo] 84, 1 [1941]. 
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Tab. 2. Sauerstoffaufnahme (cmm). 








Versuchs-Nrn. | 1 2 3 | 4 5 | Durchschnitt 
GefiB A —19,64 | —14,59 | —8,27 | —9,30 | —2,07 | —10,78 
GefaB B —20,88 | —13,39 | —8,32 | —6,90 | —3,94 | —10,69 
GefaB C —23,27 | —15,02 | —8,06 | —8,95 | —3,58 | —11,77 
A—B (fiir Histi- 

diealen) + 1,24 | — 1,20 | +0,05 | —2,40 | +1,87 | — 0,11 
C—B (fiir Uroca- 

ninsiureabbau)| — 239 | — 1,63 | +0,26 | —2,05 | +0,36 | — 1,09 




















praparaten (A) keine Urocaninase erthalten. Aus Tab. 2 ersieht man, da die 
Zahlen so klein waren, daB sie innerhalb der Fehlergrenze lagen, d. h., daB Histidin 
ohne Sauerstoffverbrauch in Urocaninsaiure iibergefiihrt wurde. 

Vers. 2. Eigenschaften der Histidin-Desaminase 
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Abb. 1. Aktivitét der Ammoniumsulfatfraktionen. Roh-Enzymlésung (B) wurde 

durch Ammoniumsulfat fraktioniert gefallt. Enzymlésung 1 ccm, Histidin-Mono- 

hydrochlorid 800 y, py 8,3 (Phosphat-Puffer), 37,5°C, 2 Stunden. Durch 1 ccm 

der urspriinglichen Enzymlésung wurden 70% des Histidins abgebaut, was als 
100-proz. Umwandlung angesehen wird. 
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Abb. 3. Enzymaktivitét und Substratmenge. Histidin-Monohydrochlorid 800 y, 
Px 8,3, 37,5° C, 2 Stdn., Enzymlésung (B) 1 ccm. 
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Abb. 4. Sattigung der Enzymaktivitat. Enzymlésung (B) 2ccm, Histidin- 
Monohydrochlorid 800 y, py 8,3, 37,5° C, 2 Stunden. 
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Abb. 5. Wirkzeit der Enzymlésung (B). Enzymlésung (B) 2ccm, Histidin- 
Monohydrochlorid 800 y, py 8,3, 37,5° C. 
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Tab. 3. Inhibitorversuch. 
Histidin-Monohydrochlorid 1000 y, Roh-Enzymlésung (B) 1 ccm, py 8,3, 37,5° C, 
2 Stunden. Nicht abgebautes Histidin kolorimetrisch bestimmt. 








> 2 Inhibitor % der Hemmung| Bemerkung 

10-3 p-Mercurichlorobenzoat* 69—76 e nr — 
10-? Alloxan* 56—63 die "Exevbuion 
10-2 NaHSO, 40—50 stimmten iiber- 
10-2 Monojodessigsaéure 10—20 ein (vergl. auch 
10-8 H,N-CO-NH:NH, 10—15 Tab. 4) 

10-8 H,NOH 10 

10-2 (NH,).SO, 10 

10-3 KCN 0 

10-2 Harnstoff 0 

1o-* NaF 0 

10-3 Sulfamin 0 

10-3 Benzoesiure 0 

10-3 Cu,0 0 











Vers. 3: Bestimmung des abgespaltenen Ammoniaks 
Tab. 4. Histidinabbau und Ammoniakbildung. 




















Nr. x. 2 3 4 5 | Durchschnitt 
Histidinabbau (y). . ... 486 | 420 | 285 | 328 | 672 438,2 
Gebildetes NH, (vy)... . 40,6] 27,3] 18,0] 22,1] 36,4 28,9 
Berechnete Menge NH, (7) bei 

Spaltung von 1 Mol.. . 32,4} 28,0} 19,0] 21,9} 44,8 29,2 
Gebildetes NH, (Mol.) . . 1,2} 0,98] 0,94 1,0} 0,82 0,99 


Vers. 4: Isolierung der Urocaninsaure 


3g Histidin-Monohydrochlorid wurden in 150 ccm 1/,;-m. Na,HPO, 
gelést, mit 450 ccm der Roh-Enzymlésung (B) versetzt, auf 600ccm mit 
Wasser aufgefiillt und die Lésung mit 4-proz. Natronlauge auf pq 8,4 eingestellt. 
Unter Uberschichten mit 2 ccm Toluol wurde bei 37,5°C aufbewahrt. Von Zeit 
zu Zeit wurde py auf 8,4 eingestellt, eine Probe herausgenommen, mit Methanol 
enteiweiBt und durch Papierchromatographie (Essigsiure: Butanol: Wasser, 
1:4:1) gepriift. Nach dem Verschwinden der Histidinreaktion und gleichzeitig ver- 
stiirkter Urocaninsiurereaktion (nach etwa 35 Stdn.) wurde die Lésung mit Essig- 
siure auf pq 5 gebracht und 15 Min. im Wasserbade erwirmt. Der Niederschlag 
wurde abfiltriert. Dem Filtrat wurde Bleiessig zugesetzt, um es vom EiweiB 
vollstiindig zu befreien. Das Filtrat wurde durch Einleitung von Schwefelwasser- 
stoff entbleit und bei 55°C auf 40 ccm im Vakuum eingeengt. Im Eisschrank 
schieden sich Kristalle von Urocaninsaure aus, die aus Wasser umkristallisiert 
wurden: Schmp. 230—231°C (Zers.). Sie gaben keine Ninhydrinreaktion. Die 
Diazoreaktion von Pauly fiel positiv aus. Ausb.: 1,5 g (55% d. Th.). 


Vers. 5: Verlust und Wiederherstellung der Enzymaktivitat 

Holz und Triem"™ haben festgestellt, daB beim Zusatz von Thioglykol oder 
Vitamin C in vitro aus Histidin leicht Ammoniak abgespalten wird. Kasahara 
und Nishizawa?? haben Urocaninsaure isoliert, wenn Histidin durch Ultra- 


11 P. Holtz u. G. Triem, diese Z. 248, 5 [1937]. 
12 M. Kasahara u. Y. Nishizawa, J. Biochemistry [Tokyo] 16, 181 [1941]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 295 15 
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schallwellen unter Zusatz von Vitamin C zersetzt wurde. Die Roh-Enzymlésung 
(B) wurde bei pq 7 mittels Kollodiummembran dialysiert, wobei ihre “Wirkung 
teilweise verloren ging. Mit diesen abgeschwichten Priparaten wurden Versuche 
zur Wiederherstellung der Wirkung angestellt. 


Tab. 5. Histidin-Monohydrochlorid 800 y, Boratpuffer pq 9,0, 18 Stunden. 























0/ W; ; 
Resym und Zosste Rest des | Imidazol- | /° — 
Histidins (y)} k6rper Holo-Enzym 
Holo-Enzym ...... RBS es. Gs 0 634 100 
Dialysiertes Enzym........ 373 625 40 
Dialysiertes Enzym + SH- Glutathion 
Bed Pgs emgpae ll 620 98,2 
Dialysiertes Enzym + SH-Glutathion 
(0,8mg) .. : 87 620 86,0 
Dialysiertes Enzym re SH-Glutathion 
(1 mg) + Vit.C (Img)... .. 0 620 100 
Dialysiertes Enzym + SH- Glutathion 
(1 mg) + Vit.C (0,8 mg) . . : 14 ~ 620 98,2 
Dialysiertes Enzym + SS- Glutathion 
me... 466 620 25 
Diskpaties Enzym + SS-Glutathion 
(1 mg) + Vit. C (1 mg) . 301 620 50 
Dialysiertes Enzym + Vitamin C (2 meg) 620 620 45 
Vitamin C (2 mg) . 620 620 0 
SH-Glutathion (1 mg) + Vit. C (1 mg) . 620 620 0 








Aus Tab. 5 ersieht man, daB die schwicher gewordene Wirkung durch Zusatz 
von reduziertem Glutathion wiederhergestellt wird. Oxydiertes Glutathion 
hemmt die Enzymwirkung, Zusatz von Vitamin C beseitigt die Hemmung. 


Tab. 6. EinfluB von Folsiure und SH-Glutathion auf die Enzymwirkung. 
Histidin-Monohydrochlorid 800 y, Enzymlésung 2 ccm, py 8,3, 37,5° C, 2 Stunden. 





Dialysiertes Enzym 





Enzym ohne Zusatz von 
Dialysierung | ohne 

















Zusatz| Folsiure |SH-Glutathion eal 
(450 y) (1000 y) 
Abbau des Histidin-HC1 
(tA el 544 352 424 536 576 
% icin e. 68 44 53 67 72 














Wie man aus Tab. 6 ersieht, wurde die Enzymwirkung durch den alleinigen 
Zusatz von Folséure resp. SH- Glutathion teilweise oder durch Zusammenwirken 
von beiden voll wieder hergestellt. Wir wollten nun ein vollstaindig coenzymfreies 
Praparat erhalten. Nach unseren Erfahrungen wurden unsere Praparate durch 
Behandlung mit Ca-Gel}® véllig wirkungslos. Dies hielten wir falschlich fiir eine 
Vernichtung des Apo-Teils. Auf Grund ‘obiger Resultate scheint aber der EiweiB- 
teil des Enzyms noch nicht denaturiert worden zu sein. 

Zu der oben erwahnten ausgesalzten Enzymlisung wurde bei py 6,0 6% 
Ca-Gel hinzugefiigt und 30 Min. digeriert. Nach Zentrifugieren wurde das Adsorbat 
mit Wasser bis zum Verschwinden der Ammoniumionen gewaschen. Das Adsorbat 


18 M. Tsuchihashi, Biochem. Z. 140, 63 [1923]. 
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wurde mit 10-!-m. Phosphatpuffer (py 8,3) eluiert. Das Eluat ist, wie Tab. 7 
zeigt, vollig wirkungslos. Das gleiche Ergebnis erhielten wir beim Gebrauch von 
Kaolin, Aluminiumoxyd, Kieselgur oder Kohle. 


Tab. 7. Einflu8 der Ca-Gel-Adsorption auf die Enzymwirkung und ihre Wieder- 























herstellung. 
Mit Ca-Gel behandelte Enzymlésung 
(1 cem) 
Ohne Ca-Gel- ; 
Behandlung sins Zussts vou 
Zusatz| Folsiure | SH-Glutathion ‘iii 
(450 y) (1000 y) 
Abbau des Histidin-HCl 
ea 680 0 568 0 800 
% Spaltung ... . 85 0 71 0 100 

















Histidin-Monohydrochlorid 800 y, py 8,3, 37,5°C, 2 Stunden. 


Die Reaktionsfliissigkeit gab bei der Papierchromatographie (wie Versuch 4) 
ein Band, das mit dem der Urocaninsaure iibereinstimmte (Fr 0,46). 


Vers. 6 


Die Roh-Enzymlésung (B) wurde zur EnteiweiBung bis zu 70% mit Alkohol 
versetzt. Das Filtrat wurde im Vakuum eingeengt und mit Wasser auf das urspriing- 
liche Volumen gebracht. Die mikrobiologische Bestimmung der Lésung ergab 0,022 y 


Folsiure/ccm. 
Vers. 7 


Wie Abb. 6 zeigt, nahm die Enzymaktivitat mit der Konzentration der Fol- 
siure Zu. 
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Abb. 6. Sattigung der Enzymaktivitat und Konzentration der Folsiure. Mit 
Ca-Gel behandelte Enzymlésung (wirkungslos) 2 ccm, SH-Glutathion 500 y, 

Histidin-Monohydrochlorid 800 y, py 8,3, 37,5°C, 2 Stunden. 
Vers. 8: Einflu8 des Aminopterins und der Ziegenmilchfitterung 
Es ist bekannt, da8 Aminopterin als Antivitamin wirkt. Durch Ziegenmilch- 
fiitterung wurde eine Anaimie hervorgerufen™, durch Uropterinbehandlung wurde 


sie geheilt?®. Folglich scheint der Gehalt der Ziegenmilch an Folsaure sehr niedrig 
zu sein. So hat Nakai in unserem Laboratorium folgenden Versuch durchgefiihrt. 


14 E. Rominger, A. Meyer u. C. Bomskov, Z. exp. Med. 89, 788, 804, 
809 [1933]. 
1° R. Tschesche u. H. J. Wolf, diese Z. 240, 127 [1936]. 


15* 
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WeiBe Ratten von 50—60 g Kérpergewicht wurden tiaglich mit 30—40 ccm 
Ziegenmilch, die in 1 ccm 0,23 y Folsiure enthielt, 30 Tage lang gefiittert. Anderer- 
seits wurden weiBen Ratten von 86 g Kérpergewicht taglich 10 mg Aminopterin 
22 Tage subcutan verabreicht. Der Leberextrakt wurde zu den Versuchen ver- 
wandt. Die Resultate zeigt Tab. 8. 


Tab. 8. Histidinabbau durch Leberextrakt von Ratten, die mit Aminopterin oder 
Ziegenmilch behandelt wurden. Extrakt 1 ccm, Histidin-Monohydrochlorid 1000 », 
Py 8,5, 37,5° C, 2 Stunden. 





Histidin-Abspaltung (7) 





























Aminopterin injiziert Ziegenmilch gefiittert 
Zusatz von 
y Zusatz von Folsiure | ohne . 
ohne Zusatz (500 y) Zusatz| Folsiure |SH-Glutathion |}... 
(500 y) (1000 ) 
45 149 42 185 202 292 
42 274 274 357 
42 220 220 393 
71 292 321 393 
42 256 274 357 
Bemerkung: Die Spaitung des Histidins durch den Leberextrakt der normalen Ratten betriigt 
. durchschnittlich 350 y. 


Der Leberextrakt der mit Ziegenmilch gefiitterten Ratten spaltet 887 y 
Urocaninsaiure ab. Die Zahl stimmt mit der durch normalen Leberextrakt er- 
haltenen iiberein. Es ergibt sich, daB die Urocaninase durch Ziegenmilchfiitterung 
nicht geschidigt wird, wahrend die Histidin-Desaminase geschwacht wird. Die 
verminderte Aktivitét der Histidin-Desaminase wird bei alleinigem Zusatz von 
Folsiure oder SH-Glutathion teilweise und bei Zusatz von beiden voll wieder 
hergestellt. Bei der Injektion des Aminopterins war die Wirkung dieselbe. 


Zusammenfassung 


1. Histidin-Desaminase spaltet Histidin ohne Sauerstoffverbrauch, 
wobei Urocaninséure gebildet wird. 

2. Histidin-Desaminase wird bei 30—50-proz. Sattigung mit Am- 
moniumsulfat ausgefallt. Es wird bei Behandlung mit Ca-Gel coenzym- 
frei und wirkungslos. Beim Zusatz von Folsiure und SH-Glutathion 
wird die Wirkung voll wieder hergestellt. In der Reaktionsfliissigkeit 
14Bt sich Urocaninsiure einfach durch Papierchromatographie nach- 
weisen. Als Inhibitoren gegen dieses Enzym wirken Oxydationsmittel: 
SS-Glutathion, p-Mercurichlorobenzoat und Alloxan (am stiarksten). 

3. Mikrobiologisch wurde festgestellt, daB die Roh-Enzymlésung 
in 1 cem 0,022 y Folsdure enthielt. 

4, Wenn weife Ratten vorher mit Ziegenmilch gefiittert worden 
waren, so wird die Aktivitit ihrer Histidin-Desaminase vermindert, 
Urocaninase bleibt aber unveriindert. Der Zusatz von Folsiiure und 
SH-Glutathion stellt die Aktivitét der Histidin-Desaminase wieder her. 
Nach Injektion von Aminopterin ist die Wirkung die gleiche wie oben 
angegeben. 
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Eigenschaften und biologische Bedeutung der Desoxyribonuclease 
aus Saéugetierorganen * 


Von 


G. Siebert, K. Lang, S. Lucius-Lang, L. Herkert, G. Stark **, 
G. Rossmiiller und H. Jéckel 


Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Johannes-Gutenberg-Universitét Mainz 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. August 1953) 
Herrn Prof. Dr. K. Thomas zum 70. Geburtstag gewidmet 


In zwei friheren Mitteilungen war iiber das pg-Optimum der 
Desoxyribonuclease aus Nieren verschiedener Tierarten! sowie tiber 
die praktisch 100-prozentige Lokalisation dieses Enzyms im Zellkern 
der Niere? berichtet worden. Diese Befunde werfen eine Reihe von 
Fragen auf, mit deren Beantwortung sich die vorliegende Mitteilung 
befaBt. 

Ein bis vor kurzem noch offenes Problem liegt darin, daB vermut- 
lich die hohe Desoxyribonuclease-Aktivitaét im Pankreas ahnlich wie 
beim Trypsin und bei Amylase auf der sekretorischen Leistung dieser 
Driise beruht; jedenfalls ist bei VerschluB des Pankreasganges die Ver- 
dauung von Zellkernmaterial im Darmtrakt praktisch unterbunden®. 
Die Pankreas-Desoxyribonuclease hat demnach nicht primar mit dem 
im Pankreas allerdings sehr lebhaften Zellstoffwechsel etwas zu tun. 
Da8B wir nur fiir Nieren-Desoxyribonucleasen z. T. abweichende pg- 
Optima gefunden haben}?, ist u. E. gar nicht verwunderlich, sondern in 
Analogie zu dem Verhalten von Proteasen so zu deuten, dafi Enzyme 
mit sehr ahnlichen Aufgaben doch grundverschieden sind, je nachdem, 
ob es sich um Verdauungsfermente oder um intrazellulire Fermente 
handelt, wie z. B. bei Trypsin oder Chymotrypsin—Kathepsine. Auch 
fiir die Ribonuclease sind schon ahnliche Verhiiltnisse beschrieben 
worden, 

Dieser Fragenkomplex wird auch von Allfrey und Mirsky® in 
einer bei Niederschrift dieser Mitteilung erscheinenden Arbeit behandelt 
und teilweise beantwortet; diese Autoren unterscheiden zwischen der 
,sauren Desoxyribonuclease der verschiedenen Organe oder Gewebe 
und der ,,sekretorischen“‘ Desoxyribonuclease des Pankreas. Eine 
Fermentwirksamkeit beim Neutralpunkt haben sie auBer im Pankreas 
nicht nachweisen kénnen. Es wird in dieser Mitteilung gezeigt werden, 





* Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die Unter- 
stiitzung dieser Arbeit. 

** Jetzige Anschrift: Universitatsfrauenklinik, Mainz. 

1 G. Siebert, K. Lang u. A. Corbet, Biochem. Z. 320, 418 [1950]. 

2 K. Lang, G. Siebert, I. Baldus u. A.Corbet, Experientia [Basel] 6, 
59 [1950]. 
3 T. Kashiwado, Dtsch. Arch. klin. Med. 104, 584 [1911]. 
4 J.S. Roth u. 8S. W. Milstein, J. biol. Chemistry 196, 489 [1952]. 
5 V. Allfrey u. A. E. Mirsky, J. gen. Physiol. 86, 227 [1952]. 
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daB sie, jedenfalls in der Niere, gleichwohl deutlich meBbar ist. In 
parenchymatésen Organen liegen also 2 verschiedene Individuen dieses 
Enzyms vor. 

Die Desoxyribonucleotide des Zellkerns miissen infolge ihrer stoff- 
lichen Mitbeteiligung am Aufbau des Gens sicher eine erhebliche Stabilitat 
ihres Molekiils aufweisen; Versuche, diese Verhaltnisse stoffwechsel- 
maBig zu erfassen, zeigten jedoch, daB in vivo Desoxyribonucleotide 
durchaus umgesetzt werden kénnen®. Ihre Stabilitaét beruht also nicht 
darauf, daf sie dem Stoffwechselgleichgewicht der Kérperbausteine 
entzogen sind, sondern mu andere Ursachen haben. 

Desoxyribonuclease findet sich nach friiheren Befunden dieses 
Institutes? am gleichen Ort innerhalb der Zelle wie ihr Substrat, nimlich 
im Zellkern; es mu also irgendeinen Regulationsmechanismus geben, 
der die Desoxyribonuclease-Aktivitit steuert, damit nicht das Zell- 
kernmaterial in vivo einer Selbstverdauung unterliegt und die Gen- 
bestandteile zerstért verden. Da die Desoxyribonuclease-Aktivitat 
ferner der factor limitans fiir die Geschwindigkeit aller an Desoxy- 
ribonucleotiden nachgewiesenen weiteren Abbauvorginge ist (Dephos- 
phorylierung, Desaminierung usw. erfolgen nicht am hochmolekularen 
Substrat’), kommt der Aktivititsregulierung der Desoxyribonuclease 
eine entscheidende Schliisselstellung fiir die normale Funktionsfahigkeit 
des Zellkerns. zu. 

Von Laskowski und Mitarbeitern® sowie von Henstell und 
Freedman® und anderen Autoren? sind Hemmstoffe dieses Enzyms 
von Proteincharakter in verschiedenen Siugetierorganen nachgewiesen 
worden; fiir die Hefe haben Chargaff und Zamenhof" ein ent- 
sprechendes Protein beschrieben, das offenbar fiir die Hefe spezifisch 
ist. Es erscheint aber fraglich, ob durch spezifisch regulierende Proteine 
das Problem der Aktivitatsregulierung iiberhaupt gelést werden kann, 
da auch Menge oder Wirksamkeit eines solchen Proteins schlieBlich 
wieder irgendwie gesteuert werden miiften, woraus sich mehr oder 
weniger unendliche Funktionsketten ergiiben. 


Diese Hemmstoffuntersuchungen wurden nur an der gereinigten 
oder der kristallisierten Pankreas-Desoxyribonuclease gemacht; wie sich 


* K. Lang, Der intermediire Stoffwechsel. Berlin, Géttingen, Heidelberg 
1952. — K. Lang u. G. Siebert, Die chemischen Leistungen der morphologischen 
Zellelemente. Flaschentrager-Lehnartz, Bd. 2/1. Im Druck. — G.B. Brown, 
J. cell. comparat. Physiol. 38, Suppl. 1, 121 [1951]. 

? J.P.Greenstein, C.E.Carter u. H.W.Chalkley, Cold Spring 
Harbor. Sympos. quantitat. Biol. 12, 64 [1947]. 

8 W. Dabrowska, E.J.Cooper u. M. Laskowski, J. biol. Chemistry 
177, 991 [1949]; E.J.Cooper, M.L.Trautmann u. M. Laskowski, Proc. 
Soc. exp. Biol. Med. 78, 219 [1950]. 

® H. H. Henstell, R. I. Freedman u. B. Ginsburg, Cancer Res. 12, 346 
[1952]. 

10 N. B. Kurnick, L.Schwartz, S. Pariser, S.Lee u. W.Irvine, 
J. clin. Invest. 81, 645 [1952]. 

11 §. Zamenhof u. E.Chargaff, J. biol. Chemistry 180, 727 [1949]. 
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aber die im sauren py-Bereich aktive Desoxyribonuclease der inneren 
Organe verhalt, ist bisher unbekannt; Allfrey und Mirsky® geben 
lediglich an, sie hitten keinen Hemmstoff in tierischen Geweben auf- 
finden k6nnen. 

Die Abhangigkeit der Aktivitiit der gewebseigenen Desoxyribo- 
nuclease vom physiologischen Zustand der Zellen ist bisher noch kaum 
untersucht worden; Allfrey und Mirsky°® berichten tiber Zusammen- 
hiinge zwischen Enzymaktivitaét und Intensitaét des Desoxyribonuclein- 
siure-Umsatzes, fanden aber keine direkten Beziehungen zwischen 
Fermentaktivitaét und Wachstumsrate bei fétalen Organen. An Hand 
von Daten fiir die menschliche Placenta wird in dieser Arbeit nach- 
gewiesen, daB auch solche Zusammenhiinge offenbar bestehen. 


In den vorliegenden Untersuchungen wurde nun gepriift, unter 
welchen Umstinden die Desoxyribonuclease-Aktivitait von Gewebs- 
extrakten oder isolierten Zellkernen experimentell beeinfluBt werden 
kann, und ob sich gewebeeigene Hemmstoffe oder Regulatoren finden 
lassen. In vergleichenden Untersuchungen an einer ganzen Reihe von 
Siiugetierorganen wurden weiter die jeweilige Desoxyribonuclease- 
Aktivitaét bestimmt und pg-Aktivitaitskurven aufgenommen. SchlieB- 
lich wurden Enzymbestimmungen an schnell wachsendem Gewebe 
durchgefihrt. 


Methodik 


Die zu den Versuchen benutzten Zellkerne wurden nach Lang und Siebert?* 
gewonnen. Als Substrat diente hochmolekulare Desoxyribonucleinsiure nach 
Hammarsten!®, Die Fermentwirksamkeit wurde in Ostwald-Viskosimetern 
gemessen, wie friiher beschrieben!. Als Ma8 der Aktivitaét diente einmal der 
jeweilige prozentuale Abfall der Viskositat innerhalb gemessener Zeit; durch diese 
Berechnung wird man von evtl. Schwankungen der Ausgangsviskositat unabhangig. 
Zulassig ist diese Berechnung aber nur, wenn die Gewebspraparationen jeweils 
so verdiinnt werden, daB die Aktivitaten infolge der Verdiinnung praktisch gleich 
sind. Die notwendige Verdiinnung wurde in Vorversuchen jeweils ermittelt. Fiir 
vergleichende Messungen wurde in Extrakten bzw. Zellkernen der Stickstoff- 
gehalt nach Kjeldahl] bestimmt und der prozentuale Viskositatsabfall je mg N 
errechnet. In anderen Versuchen wurden nach der von Haas angegebenen Weise 
die Halbwertszeit des Viskositatsabfalls berechnet, die die kinetischen Verhaltnisse 
beriicksichtigt und Fermentaktivitaten sehr verschiedenen Grades zu vergleichen 
gestattet. Die pq-Werte wurden mit der Chinhydronelektrode bestimmt. 

Fiir vergleichende Untersuchungen wurden meist Acetontrockenpulver der 
Organe verwendet, die nach Einwaage eine konstante Zeit mit destilliertem Wasser 
extrahiert, zentrifugiert und danach sofort zum Versuch verwendet wurden. 

Leukocyten wurden aus Citratplasma vom Pferd nach Spontansedimention 
der Erythrocyten gewonnen und kurz mit physiologischer Salzlésung gewaschen. 
Der Leukocytenextrakt wurde mit destilliertem Wasser im Porzellanmérser in 
der Kalte gewonnen; bei diesem Vorgehen bleibt der gréBte Teil der leukocyten- 
eigenen Desoxyribonuclease im Riickstand, wihrend der Hemmstoff in den klaren, 
waiBrigen Extrakt iibergeht. 

12 K. Lang u. G. Siebert, Biochem. Z. 322, 360 [1952]. 
13 E.Hammarsten, Biochem. Z. 144, 383 [1924]. 
14 E. Haas, J. biol. Chemistry 168, 63 [1946]. 
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Der Desoxyribonucleinsiure-Gehalt in Acetontrockenpulvern wurde ermitte't, 
in dem nachSchneider® ein Perchlorsiure-Extrakt gewonnen und darin nach 
Stumpf! die Farbreaktion mit Cystein durchgefiihrt wurde. Hochmolekulare 
Desoxyribonucleinséure, wie sie zu den viskosimetrischen Messungen verwandt 
wurde, diente als Standard. 


Ergebnisse 


1. Aktivitatsbeeinflussung der Desoxyribonuclease 

In Versuchen an wiaBrigen Extrakten aus frischem Thymus ergab 
sich kein Hinweis fiir das Vorkommen eines Enzymhemmstoffes. Auf 
Grund des enorm hohen Zellkerngehaltes dieses Gewebes hitte man 
ihn hier am ehesten vermuten kénnen. Der en wurde in 
aliquoten Anteilen sofort bzw. nach 1, 5, 14, 22, 25, 42 und 90h Auf- 
bewahrung bei 20° zur Desoxyribonuclease- Messung benutzt ; diese ergab 
zu den verschiedenen Ze‘ten stets innerhalb der Fehlergrenzen liegende 
Werte. Das Enzym ist also unter solchen Bedingungen bemerkens- 
wert stabil. 


Wegen des Vorkommens anderer Enzyminhibitoren im Serum 
wurde auf das Vorhandensein einer ,,Antidesoxyribonuclease“ gepriift. 
Serum von Menschen wurde mit einem Nierenextrakt vermischt und 
sofort bzw. bis zu 120 Min. spiter die Aktivitaét der Desoxyribonuclease 
gemessen. Weder unter diesen Bedingungen noch durch Vorbehandlung 
des Serums (Erwi airmung auf 56° fiir 30. Min., Auf bewahrung mit Ferment- 
extrakt bei 37° fiir 1h) lieB sich ein Effekt erzielen. Das Serum von 
schwer krebskranken Patienten war ebenfalls wirkungslos. 

Es wurde weiter gepriift, ob basische Proteine, wie sie im Zellkern 
vermutlich auch frei vorkommen (und nicht nur gebunden an Nuclein- 
siuren), die Fermentwirksamkeit beeinflussen. Zu diesem Zweck 
wurden 7 cm® Nierenextrakt mit 0,1 cm* 3-proz. Globinlésung nach 
Schenck” vermischt; nach Abzentrifugieren des massiven Nieder- 
schlages und erneutem Globinzusatz zeigte sich keine Anderung der 
Fermentaktivitat: Prozentualer Viskositiitsabfall in 30 Min. 78 bzw. 
80%. Auch ein Protamin-Priparat der Farbwerke Hoechst (100 y/cm?) 
war ohne Effekt: Abfall um 85 bzw. 80°. Durch Behandlung des 
Nierenextraktes mit basischen Proteinen wird also unter praktisch 
100-proz. Ausbeute eine betriachtliche Reinigung des Enzyms erzielt, 
da der Stickstoffgehalt nach Kjeldahl im Nierenextrakt erheblich 
vermindert ist, wenn Globin nicht im Uberschu8 angewandt wird. 

Der normale Citronensiuregehalt der Gewebe ist viel zu gering, 
um einen Einflu8 auf die Desoxyribonuclease-Aktivitét ausiiben zu 
k6énnen; 5 y Citrat pro cm* Nierenhomogenat sind ohne jede Wirkung. 





18 W.C. Schneider, G.H.Hogeboom u. H.E.Ross, J. nat. Cancer 
Inst. 10, 977 [1950]. 

16 P.K. Stumpf, J. biol. Chemistry 169, 367 [1947]. 

? E.G. Schenck, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
150, 160 [1930]. 
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Eine Komplexbindung mit den zur Aktivitiat erforderlichen Magnesium- 
ionen tritt offenbar unter solchen Bedingungen noch nicht ein. 

Als wirkungslos gegeniiber der Desoxyribonuclease hat sich auch 
in unseren Versuchen Colchicin erwiesen (1,9-10-?-m. bis herab zu 
1,9-10-8-m.), wie schon von anderer Seite berichtet wurde?*. Auch in 
dieser Tatsache zeigt sich der Unterschied zwischen Desoxyribonuclease 
und Phosphatasen, die, soweit untersucht, durch Colchicin gehemmt 
werden kénnen!*. Wegen des negativen Ausfalis der bisher angefiihrten 
Versuche wird auf die ausfiihrliche Wiedergabe der Versuchsdaten 
verzichtet. 

Einen ganz ausgesprochenen Effekt iiben dagegen Magnesiumionen 
auf die Desoxyribonuclease isolierter Zellkerne aus Nierengewebe aus. 
Die Enzymaktivitit einer Suspension dieser Zellkerne ist bei py 7 
praktisch Null und steigt bei Zugabe von Mg** ganz steil an, wie sich 
fiir Hund, Ratte, Schwein und Rind zeigen 1aéB8t. Einen typischen 
Versuch zeigt Tab. 1. 

Tab. 1. Desoxyribonuclease-Aktivitat isolierter Zellkerne aus Schweineniere in 
Abhangigkeit von der Magnesium-Konzentration. 

1 g Substratlésung (0,3-proz. Desoxyribonucleinséure-Lésung ins Viskosimeter ein- 

gewogen), 0,9 cm® Zellkernsuspension (mit 1,11 mg N), 0,5 cm® Veronalnatrium- 


HCI-Puffer py 7,0, 0,1 cm? dest. Wasser oder MgSO,-Liésung. Jeweils Doppel- 
versuche, Versuchsdauer 45 Min., 37°. 











Versuchsbedingungen prea — a mete 
in Min. /0 
Kontrolle ohne Mgt * pe a 440 - 
mit 5:10--m. Mg*+ Ls - 41 1060 
mit 5-10-4-m. Mg*+ yr ah 109 300 
mit 5-10-5-m. Mgt* a Bs 440 0 














In weiteren Versuchen ergab sich, daB der Magnesiumeffekt stark 
pu-abhingig ist, da die gewebseigene ,,saure‘‘ Desoxyribonuclease 
zur vollen Aktivitét kein Mg++ bendtigt. Tab. 2 zeigt ein Versuchs- 
beispiel mit Zellkernen aus Hundeniere. 

Desoxyribonuclease liegt also im Zellkern vollkommen inaktiv 
vor und mu8 durch Mg++ aktiviert werden, wenn man bei py 7 oder 
alkalischer untersucht. Im schwachsauren Bereich ist dies nicht der Fall, 
Mgt+ iibt eher einen hemmenden EinfluB aus. Ganz offenbar kommen 
also zwei verschiedene Enzyme nebeneinander im Zellkern vor, die sich 
durch ihr pg-Optimum und ihre Mgt+-Aktivierbarkeit unterscheiden. 


18 §. Cherry, A. Johnson u. W.S. Tillett, J. clin. Invest. 28, 1094 [1949] ; 
G. Siebert, Habil.-Schrift Mainz 1950. 

19 K. Lang, G. Siebert u. H. Oswald, Experientia [Basel] 5, 449 [1949] ; 
K. Lang, G. Siebert u. W. Estelmann, Experientia [Basel] 7, 379 [1951]. 
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Tab. 2. Desoxyribonuclease-Aktivitait isolierter Zellkerne aus Hundeniere in 
Abhangigkeit von py und Magnesium-Konzentration. 
1 cm? 0,2-proz. Desoxyribonucleinsiure, 1 cm* Zellkernsuspension, 1 cm? Veronal- 
Acetat-Puffer, 0,1 cm* dest. Wasser oder MgSO,-Lésung. Mg-Endkonzentration 
3-10-%-m.; jeweils Doppelversuche, Versuchsdauer 30 Min., 37°. 


























; re J Aktivierung 

PH Mg — = Viskositiatsabfall —— oder _— 
, in% 

4,97 — 3,12 1,44 27 
4,97 _ 2,99 1,35 
497 | + 3,10 1,22 36 
4,97 f 3,04 1,20 — 25 
5,39 _ 3,15 1,41 29 
5,39 — 3,02 1,32 
5,39 + 3,40 1,20 43 
5,39 ae 3,16 1,15 — 33 
6,68 — 3,07 0,04 551 
6,68 _ 2,97 0,08 ; 
6,68 -f 3,12 1,16 40 
6,68 + 3,00 1,12 + 1330 
8,30 - 3,04 0 -- 
8,30 -- 3,12 0 
8,30 + 3,08 0,64 61 nicht zu be- 
8,30 + 3,03 0,86 rechnen 














Sehr unwahrscheinlich ist die andere Méglichkeit, an die evtl. auch 
gedacht werden kénnte, da8 nimlich ein und dasselbe Enzymprotein 
bei um 3 pg-Grade verschiedenen Werten in so unterschiedlicher Weise 
mit Mg-Ionen reagiert und zu seiner Wirksamkeit im schwachsauren 
Bereich nicht des Mg-Zusatzes bedarf. 

Von den eiweiBartigen Desoxyribonuclease- Hemmstoffen ist nur der 
in Leukocyten vorhandene auch bei pq 5 gegen die Desoxyribonuclease 
wirksam. Die von Laskowski und Mitarbeitern® beschriebene Gewebs- 
fraktion lieB sich in unsern Versuchen aus Rattenleber oder Ratten- 
hoden niemals als reine Hemmstofflésung gewinnen, sondern enthielt 
trotz weitgehender Variation der Darstellungsbedingungen (Zer- 
kleinerung des Gewebes, Extraktionsart und Dauer) stets wechselnde 
Mengen Enzym des Ausgangsmaterials, so daB eine verlaiBliche Messung 
der Hemmkraft nicht mdglich war. 

Dagegen bewirkte der Leukocytenhemmstoff® eine weitgehende 
Hemmung des Enzyms, deren Ausmaf von einer hinreichenden Vor- 
inkubation von Enzymquelle (hier meist Extrakt aus acetongetrockneter 
Kalbermilz) und Hemmstoff abhing. Z.B. betrug die Halbwertszeit 
des Systems ohne Hemmstoff 14 Min., sofort nach Hemmstoffzusatz 
27 Min., 20 Min. nach Hemmstoffzusatz 43 Min., und 35 Min. nach Hemm- 
stoffzusatz 45 Min. Hier ist offenbar der Endwert der Hemmung er- 
reicht. 

Bei Variation der Hemmstoffmenge unter sonst konstanten Ver- 
suchsbedingungen ergab sich in einem gewissen Bereich Proportionalitat 
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zwischen gemessener Halbwertszeit und Hemmstoffmenge (Abb. 1); 
in diesem Versuch wurde ein Teil Leukocytensediment mit 3 Tln. dest. 
Wasser 30 Min. extrahiert und der klare wiBrige Extrakt nach Zentri- 
fugieren sowie gegebenenfalls Verdiinnen verwendet. Eine genauere 





Abb. 1. Hemmung der Desoxyribonuclease (waBriger  ~ 59, 
Extrakt aus Acetontrockenpulver der Kalbermilz) € | 
bei pq 5,0 durch Leukocyten-Hemmstoff in Abhan- ! ” 











gigkeit von der Hemmstoffkonzentration bei kon- 30° 
stanter Enzym- und Substrat-Konzentration. 20. : : 
Ordinate: ¢/, in min, Abszisse: cm* Leukocyten- a oe pA 
extrakt. 


Untersuchung der Kinetik der Enzym-Hemmstoffreaktion ist allerdings 
im viskosimetrischen Test unmoglich, weil nur in sehr begrenztem MaBe 
Variationen von Enzym- und Hemmstoffkonzentrationen vorgenommen 
werden kénnen. Versuche mit anderer Methodik, die diese Verhiltnisse 
naher klaren sollen, sind in Vorbereitung. Eine weitere Voraussetzung 
dafiir ist naturgeméB eine Reinigung der gewebseigenen, im schwach- 
sauren py-Bereich wirksamen Desoxyribonuclease, die ebenfalls von 


uns versucht wird. 


2. pq-Aktivitatskurven 


In Erginzung zu unseren friiheren Versuchen! wurden teils wiBrige 
Extrakte aus homogenisierten frischen Geweben, teils waBrige Ausziige 
aus Acetontrockenpulvern derselben Gewebeprobe untersucht. Ein 
Versuchsbeispiel fiir die Niere zeigt Abb. 2. Vollkommen identische 
Werte erhielten wir mit allen in den Tab. 5 und 6 (s. unten) aufgefiihrten 





% 9047-— 
+. 
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Abb. 2. Desoxyribonuclease-Aktivitaét in F 


Rinderniere. o—o Frischgewebe, waBriger 
Extrakt (I). x——x Acetontrockenpulver, 
waBriger Extrakt (II). 
Ordinate: Prozentuale Abnahme der Vis- 

kositaét, Abszisse: py-Werte. 207 











Geweben verschiedener Siugetiere: Die im schwachsauren Bereich 
meBbare, nicht durch Mgt+ aktivierbare Fermentwirksamkeit bleibt 
im Acetontrockenpulver erhalten, wihrend die Aktivitit zum Neutral- 
punkt hin sehr scharf abfallt. WéaBrige Extrakte aus Frischgewebe 
enthalten nebeneinander beide Enzyme. Durch Herstellung von Aceton- 
trockenpulvern ist also die Méglichkeit gegeben, die beiden verschiedenen 
Desoxyribonucleasen voneinander abzutrennen. 
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Anders verhilt sich dagegen das Pankreasgewebe: WaBrige Extrakte 
wurden hier zur Vermeidung vorzeitiger Autolyse nach Kunitz?® in 


0,25-n. H,SO, sofort nach Téten des Tieres hergestellt, mit NaOH neu- 
tralisiert und 2h gegen destilliertes Wasser dialysiert; das Aceton- 


Tab. 3. pq-Optimum, Aktivierung und Hemmung der Serum-Desoxyribonuclease 
vom Hund. 
2 em® Desoxyribonucleinsiure-Lésung, 2 cm* Puffer (Veronal-Acetat oder Veronal- 
natrium-HCl, teils Mg-haltig, teils nicht), 2,5 cm? Hundeserum aus Aderla8blut. 
Versuchsdauer 60 Min., 37°. 











PH Mgtt Viskositatsabfall in °%, 
7,08 a 47 
7,11 6°10-3-m. 73 
7,03 0,18-m. Citrat 0 
5,02 6°10-3-m. kein Abbau 
6,36 6-10-3-m. 56 
7,11 | 6-10-3-m. 48 
7,90 6°10-3-m. 22 





Tab. 4. py-Optimum der Clostridium septicum-Desoxyribonuclease. 
lcm* Kulturfiltrat, 1 cm* 0,3-proz. Desoxyribonucleinsiurelésung, 1 cm? dest. 
Wasser. py-Werte elektrometrisch, Versuchsdauer 20 Min., 37°. 











Pu Viskositatsabfall in °% 
4,64 6 
5,66 6 
5,84 17 a 
6,39 4] : 
6,85 46 4 
7,14 47 
7,43 46 
7,63 42 
Versuchsdauer 45 Min. 
Ohne Mg** 58 
mit 3+10—%-m. Mg** 59 


trockenpulver wurde wie iiblich gewonnen. Abb. 3 zeigt das py-Optimum 
zwischen py 6,5 und 7,0, wie es aus der Literatur bekannt ist®4. Die 
von Allfrey und Mirsky® im Pankreas aufgefundene ,,saure‘‘ Des- 
oxyribonuclease ist 200-mal weniger aktiv als die ,,sekretorische‘‘, also 
in der fiir die Versuche der Abb. 3 gewaihlten Anordnung nicht meBbar. 

Die Desoxyribonuclease des Serums verhalt sich wie die Pankreas- 
Desoxyribonuclease hinsichtlich pg-Optimum, Mg-Aktivierbarkeit und 
Citrathemmung; es liegt daher nahe anzunehmen, da das Ferment 
aus den gleichen Griinden wie etwa Amylase im Serum vorkommt, 


20 M. Kunitz, Science [New York] 108, 19 [1948]. 

21 R. Feulgen, diese Z. 287, 261 [1935]; 288, 105 [1936]; F. G. Fischer, 
I. Bottgeru. H. Lehmann-Echternacht, diese Z. 271, 246 [1941]; M. Kunitz, 
J. gen. Physiol. 88, 349, 363 [1950]; M. Laskowski u. M.K. Seidel, Arch. 
Biochemistry 7, 465 [1945]. 
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% 90 
Abb. 3. Desoxyribonuclease-Aktivitaét im Rinder- 804 
pankreas. o—o Frischgewebe mit 0,25-n. H,SO, te 
extrahiert (I). x--.-x Acetontrockenpulver, waBriger = gg 
Extrakt (II). 504 
Ordinate: Prozentuale Abnahme der Viskositit, 404 
Abszisse: py-Werte. 301 











d.h. aus dem Pankreas stammt. Die Versuchsergebnisse zeigt Tab. 3. 
Sie stehen in Ubereinstimmung mit Angaben von Kurnick”. 

Kin Optimum ebenfalls bei py 7, aber fehlende Aktivierbarkeit 
durch Magnesium, zeigt die Desoxyribonuclease aus Clostridium sep- 
ticum* (s. Tab. 4). 


Tab. 5. Desoxyribonuclease-Aktivititen in Extrakten frischer Organe. 
1 cm? Desoxyribonucleinsiure-Lésung, 1 cm? Extrakt, 1 cm* Veronal-Acetat-Puffer, 
Versuchsdauer 30 Min., 37°, py 5,0. 


























Viskositits- 3 | Viskositats- 
Organ Tierart abfall Ee N/cm abfall 
Say; xtrakt . 
in % je mgN 
Leber LAS SIRS Seer erm et 70 1,89 37 
oh EES ae ee 12 3,23 22 
ue Se ee 62 2,92 21 
Kaninchen, 15 Jahr. . ae 2,32 33 
Kaninchen, neugeboren . 81 1,07 76 
Mee Co ee hay a) SOS 78 1,93 40 
Milz 0 aS ee ee A 60 1,29 47 
MID. Soe) PLA ZPGexel<alne 70 1,25 56 
MGMmMO! .« . 2 w vs 67 1,70 39 
a a a ener a7 1,49 52 
Kaninchen, \ Jahr . . 77 1,20 64 
Kaninchen, neugeboren. 85 0,59 144 
MURR & Bok els Sep 74 0,88 84 
Niere _ ee eee 63 1,83 34 
0 Se ee eee 55 1,68 33 
Memmoel . . 6. 6 8s 73 3,22 23 
RONWOME § 5 ks st 72 2,06 35 
Kaninchen, \ Jahr . . 79 2,04 39 
Kaninchen, neugeboren . 76 0,88 87 
AMIR G ROG! GS Gh uae 68 1,26 54 
Lunge 1 EE ae ae a 72 2,62 28 
SOR) soe sg: 54 2,03 27 
Mommie 4. 6 4 as 69 4,40 16 
Voi iS ee 74 2,32 32 
Kaninchen, \; Jahr . . 67 2,15 31 
Kaninchen, neugeboren. 71 0,91 78 
1 65 1,91 34 














22 N. B. Kurnick, Arch. Biochem. Biophysics 48, 97 [1953]. 

* Wir erhielten den Stamm vom Institut Pasteur, Paris, durch freundliche 
Vermittlung von Herrn Priv.-Doz. Dr. Dr. Gillissen, Hygienisches Institut der 
Universitat Mainz. 
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3. Vergleich der Enzymaktivititen in verschiedenen Sauge- 


tierorganen 


Bei Untersuchung von Extrakten aus frischem Gewebe wurden 
waBrige Homogenate hergestellt, zentrifugiert, und durch Vorversuche 
geeignete Verdiinnungen ausprobiert. Die erhaltenen Ergebnisse zeigt 
Tab. 5. Die Milz ist also das bei weitem aktivste Organ, das neugeborene 
‘Kaninchen das Tier mit den héchsten Aktivitaéten. Die Unterschiede 
zwischen neugeborenen und 1/, Jahr alten Kaninchen sind so erheblich, 
daB ein Zusammenhang mit Wachstumsprozessen vermutet werden 


mu (siehe auch weiter unten). 


Tab. 6. Desoxyribonuclease-Aktivitéten in Extrakten von Acetontrockenpulvern. 
1 cm® Desoxyribonucleinséure-Lésung, 1 cm* Extrakt, 1 cm* Veronal-Acetat-Puffer 


Py 5,0, Versuchsdauer 30 Min., 37°. 























Viskositats- Viskositits- 
Organ Tierart abfall te N/cm® abfall 
oe a xtrakt : 
in% je mgN 
Leber LO ee ar 76 0,67 114 
to 5 eee ee 66 0,42 157 
| Hammel ....... 69 0,85 81 
- Schwein ....... 57 0,47 122 
J ORR 83 0,87 95 
0S HOS eee 63 0,44 144 
Se a 54 0,36 150 
aS 62 0,29 214 
Niere > ees Premera 45 0,25 180 
MD a eek cas: .fe. om” 43 0,24 180 
Hammel ....... 40 0,41 98 
Schwein ....... 55 0,32 172 
Pin es ls we 59 0,49 120 
EDS" RU ae ar 63 0,33 190 
Kaninchen ...... 64 0,26 245 
PNR Fi oy ose og wn 58 0,21 275 
Milz S| ee ee 53 0,27 196 
MOlb. 6 ak 6 we 58 0,22 264 
Hammel ....... 55 0,34 162 
US 80 0,28 295 
5 a 73 0,38 192 
CD i 52 0,17 305 
Kaninchen ...... 56 0,16 350 
MONO. . 5 6 a6 sw 31 0,09 345 
MND ok! aor ae ee 80 0,18 445 
Lunge MOAN sss) Sie 8 Ds 82 0,76 108 
MRGMNND bes eis) Gis 5.4 sec Ma 56 0,42 134 
Hammel ....... 81 0,62 132 
Schwein ....... 57 0,56 102 
a een 48 0,65 74 
PRIN se nae oe 4. cake 60 0,34 176 
Kaninchen ...... 63 0,38 166 
SEs Pree 23 0,16 144 
LS ee ae 84 0,33 255 
Thymus SSP ee 65 0,84 87 





tro 
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Fir entsprechende Untersuchungen an Acetontrockenpulvern 
wurden 20 mg Gewebe je cm® Wasser verwendet; die Extraktion wurde 
iiber Nacht im Eisschrank durchgefiihrt. Tab. 6 gibt die mit den klar 
zentrifugierten Extrakten gefundenen Aktivitaéten wieder. Auch hier 
ist also die Milz das bei weitem aktivste Organ; durch Acetontrocknung 
und nachfolgende Extraktion erfolgt eine etwa 4-fache Anreicherung 
der bei px 5 aktiven Desoxyribonuclease, wie ein Vergleich mit den 
Daten der Tab.5 zeigt. Miusegewebe sind die aktivsten von allen 
untersuchten Tierarten. 


4. Enzymaktivititen in der Placenta in Abhingigkeit vom 
Alter 

Wegen der Unterschiede der Aktivitiéit in Organen neugeborener 

und erwachsener Kaninchen (s. Tab. 5) wurde eine vergleichende Unter- 

suchung an frisch gewonnenen menschlichen Placenten durchgefihrt, 


Abb. 4. Desoxyribonuclease-Aktivitaét in menschlichen 
Placenten in Abhingigkeit vom Placenta-Alter (Aceton- 
trockenpulver, berechnete Halbwertszeit je 100y Ex- 
trakt-N). 
Ordinate: ¢/, in Min, Abszisse: Placent-Alter 
in Monaten. 








—* Monate 


da hier in den jiingeren Entwicklungsstadien ungleich gréBere Zell- 
leistungen und Wachstumsprozesse ablaufen als in den meisten anderen 
Organen des Menschen oder Siiugetieres. Die aus Acetontrockenpulvern 
hergestellten Extrakte wiesen in jiingeren Stadien eine vierfach héhere 
Aktivitaét der im sauren pg-Bereich wirksamen Desoxyribonuclease auf 
als in reifen Placenten (s. Abb. 4), wenn man die erhaltenen Versuchs- 
ergebnisse auf den Stickstoffgehalt der Extrakte bezieht. 

Zweifellos sind soleche Verainderungen der Enzymaktivitét haufig 
ein zellulires Problem; berechnet man die Versuchsdaten an Hand 
einer Bezugsbasis, der eine unter allen Umstiinden konstante Eigen- 
schaft der Zelle zugrunde liegt **, lassen sich solche Beziehungen erkennen. 
Als Bezugsbasis dient der Desoxyribonucleinsiure-Gehalt, der fiir die 
einzelne Zelle eine unverinderliche GréBe darstellt’. Bei Bezugnahme 
auf den Desoxyribonucleinsaiure-Gehalt der untersuchten Acetontrocken- 
pulver ergab sich ein ganz abweichendes Bild gegeniiber der Abb. 4. 
Ahnlich wie bei Versuchen kanadischer Autoren an der regenerierenden 
Rattenleber schwanken die Aktivitéten in den verschiedenen Alters- 


28 G. Siebert, Biochemie der normalen und der malignen Zelle. 2. Frei- 
burger Symposium, Juli 1953; im Druck. 

2% R. Daoust, G.de Lamirande u. A. Cantero, Canad. J. med. Sci. 80, 
180 [1952]. 
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stufen um mehr als 100%. Der Enzymgehalt pro Zelle unterliegt also 
im Laufe der Placentaentwicklung groBen Veranderungen, die nichts 
mit der Zellzahl des Gewebes zu tun haben. 

Eine verhialtnismaBig enge Relation der in Abb. 4 gezeigten Er- 
gebnisse ergibt sich dagegen bei Vergleich der Enzymaktivitaét pro mg N 
mit dem Placentagewicht; wenn man nicht das absolute Gewicht, 
sondern das Organgewicht in Prozenten des im 10. Monat erreichten 
Endwertes oder in Prozenten des jeweiligen Reifegrades des Féten” 
verwendet, sind die Kurven fast zur Deckung zu bringen. 


Diskussion 

Aus den Versuchsergebnissen lassen sich drei Folgerungen ab- 
leiten: 

1. Das Verdauungsferment Desoxyribonuclease aus dem Pankreas 
und das intrazellulire Ferment Desoxyribonuclease aus verschiedenen 
Saugetierorganen sind offenbar voneinandér unterschieden. Das 
Pankreasferment hat das pg-Optimum etwa beim Neutralpunkt und 
ist durch Mg++ aktivierbar; in Nieren, Leber, Lunge und Milz findet 
man ein bei pqy5d auBerordentlich aktives Enzym, das sich in seiner 
Wirkungsweise im viskosimetrischen Test nicht vom Pankreasenzym 
unterscheidet; es ist durch Mgt+ nicht aktivierbar, auch nicht durch 
Cystein, wie vorliufige Versuche gezeigt haben. Die fiir Kalbsthymus 
erhaltenen Daten stehen im Einklang mit Befunden von Laskowski 
und Mitarbeitern®*. Von Maver und Greco®’ wurden schon vor einigen 
Jahren Kathepsinpriparate mit Nucleaseeigenschaften beschrieben; 
eine fast 100-proz. Hemmung durch Mg*+ und eine Aktivierung durch 
Cystein konnten wir aber in Ubereinstimmung mit Laskowski®* nicht 
finden. 

Neben dieser bei pg 5 wirksamen Desoxyribonuclease findet man 
eine weitere, hinsichtlich py-Optimum und Mg*++-Bedarf vom Pankreas- 
enzym nicht unterscheidbare Desoxyribonuclease in den inneren 
Organen, deren Aktivitaéit in Acetontrockenpulvern zerstért ist. Die 
im Serum mancher Tierarten gefundene Desoxyribonuclease stammt 
offenbar aus dem Pankreas. 

Analogien zwischen dem Verhalten von Proteinasen und Des- 
oxyribonucleasen sind naheliegend: Verdauungsfunktion oder Auf- 
gaben im intrazelluliren Stoffwechsel. Die Eigenschaften von Kathepsin 
bei py 4 bzw. py 7 sind kiirzlich von Fruton* in sehr anregender Weise 
gedeutet worden: Beim Neutralpunkt wirkendes Kathepsin ist zur 
Kniipfung von Peptidbindungen imstande. Zu dieser Frage werden 


2% H.Hosemann, Arch. Gynakol. 176, 453, 636 [1948/49]. 

2° K.D. Brown, G. Jacobs u. M. Laskowski, J. biol. Chemistry 194, 
445 [1952]. 

27 M. E. Maver u. A. E. Greco, J. biol. Chemistry 181, 861 [1949]. 

2 R.B. Johnston, M.J.Mycek u. J.S.Fruton, J. biol. Chemistry 
185, 629 [1950]. 
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wir in Kiirze einen Beitrag liefern kGnnen. Die Grenzen unserer Kennt- 
nisse tiber Desoxyribonucleasen verbieten einstweilen die naheliegende 
Priifung, ob auch bei diesem Enzym hydrolysierende und synthetisierende 
Eigenschaften je nach dem pg des Versuchsansatzes auftreten konnen. 

2. DaB Desoxyribonucleasen mit Wachstumsprozessen in Zu- 
sammenhang stehen, zeigen die in Tab. 5 wiedergegebenen Zahlen fir 
1/, Jahr alte bzw. neugeborene Kaninchen. Bildet man den Quotienten 
junges Kaninchen durch altes Kaninchen, so erhalt man fir 

Tener... 2:3 NIETO 6. we 2,23 

| a re 2,25 Lunge.... 2,5 
Fiihrt man die gleiche Berechnung fiir Kalb und Rind (beides schlacht- 
reife Tiere) durch, so kommt man fiir Leber auf 1,68, Milz 1,2 und 
Niere sowie Lunge auf 1. Nicht wesentlich anders lauten die Zahlen 
mit Acetontrockenpulvern: 1,38, 1,33, 1,0 und 1,24. Diese Daten 
stehen in Ubereinstimmung mit der bereits zitierten Arbeit von Allfrey 
und Mirsky*, welche fanden, da8 zwar nicht zwischen Mitoserate, 
jedoch zwischen Desoxyribonucleinsdiure-StoffwechselgréBe und Des- 
oxyribonucle-Aseaktivitét eine annahernd lineare Beziehung besteht, 
wenn man die Fermentwirksamkeit im schwachsauren Bereich miBt. 

Sehr viel eindeutiger erkennt man diese Beziehung an Placenten 
des Menschen, bei denen man im 2. Monat eine vierfach héhere Aktivitat 
als im 10. Monat findet. Die oben geiuBerte Moglichkeit, daB Des- 
oxyribonucleasen mit dem Aufbau von Desoxyribonucleinsaéuren ver- 
knipft sind, erfihrt durch diese Daten in gewissen Grenzen eine Be- 
stitigung. Zugleich sind unsere Werte ein weiterer Hinweis, daB das 
Wachstum durch vermehrten Substanzaufbau, nicht aber durch ver- 
minderten Abbau zustandekommt. Im letzteren Fall miiBten die 
Desoxyribonuclease-Aktivitéten in wachsenden Geweben niedriger als 
in erwachsenen gefunden werden. 

3. Die eingangs in ihrer Bedeutung erliuterte Frage, wie in vivo 
die Desoxyribonucle-Aseaktivitit reguliert werde, findet durch die Tat- 
sache, daB das bei py 7 wirksame Enzym im Zellkern praktisch inaktiv 
vorliegt und durch Mgt+ aktiviert werden muB, fiir dieses Enzym eine 
sehr einfache und einleuchtende Erklirungsméglichkeit. Wenn Magne- 
siumionen das wirksame Agens sind, so stiinden diese Befunde mit 
Hypothesen im Einklang, die von Lettré*® beziiglich des Ca- und 
Mg-Haushaltes wihrend der Mitose aufgestellt wurden. Die scheinbare 
Einfachheit unserer Erklirung, die Magnesiumkonzentration steuere 
die Fermentaktivitét, umgeht die Schwierigkeiten, die bei Annahme 
spezifisch wirksamer Proteine entstehen. Durch unsere Erklarung wird 
auch verstindlich, warum Desoxyribonucleinsiuren tragende Struktur- 
elemente des Zellkerns trotz Anwesenheit des Enzyms am gleichen 
Zellort morphologisch so stabil erscheinen, solange die Zelle lebt*®; 


29 H. Lettré, Ergebn. Physiol. biol. Chem. exp. Pharmakol. 46, 379 [1950]. 
80 JO. Ely u. M.H. Ross, Science [New York] 109, 367 [1949]. 
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die Ausbildung von intrazelluliren Konzentrationsunterschieden fiir 
anorganische Ionen ist nach den derzeitigen Kenntnissen der lebendcn 
Zelle durchaus méglich. Zur weiteren Ausdeutung der Versuche y;1. 
1. .&™, 

Anders steht es mit einer Regulierung der Aktivitit des bei py 5 
aktiven Enzyms im Zellkern; hier hat Mg++ keine Wirkung; die von 
uns nachgewiesene Hemmung dieses Fermentes durch eine in Leukocyten 
vorkommende proteinartige Substanz ist in ihrer biologischen Be- 
deutung nur schwer zu tibersehen, da man nicht gut annehmen kann, 
daB der Zellkernstoffwechsel irgendwie von Leukocyten abhangig ist. 
Hier weitere Aufklarung zu erreichen, soll von uns versucht werden. 

Der von uns beschriebene, am Neutralpunkt meBbare Magnesium- 
effekt steht in scheinbarem Widerspruch zu den Angaben von Allfrey 
und Mirsky’®, daB sie eine ,,sekretorische‘‘ Desoxyribonuclease in anderen 
Organen als den Pankreas nicht haben finden kénnen. Vermutlich 
schadigt die von den Verfassern geiibte Zellkerndarstellung mit organi- 
schen Lésungsmitteln in gleicher Weise die bei py 7 meBbare Enzym- 
aktivitaét, wie sie in unseren Acetontrockenpulvern gefunden wurde. 
Da von diesen Autoren ferner nicht angegeben wird, ob sie bei py 7 
auch in Mg-Gegenwart untersucht haben, diirften die Diskrepanzen 
auf Verschiedenheiten der Versuchsanordnung zuriickzufihren sein. 
Bei Zugabe von Mgt+ findet man stets eine sehr deutliche Aktivitit 
beim Neutralpunkt. Aus diesem Grunde scheint auch die Bezeichnung 
, sekretorische“ Desoxyribonuclease nicht sehr gliicklich zu sein, da sie 
nicht umfassend genug ist. 

Eine Reihe von Punkten bleibt einstweilen noch offen; sie sollen 
baldméglichst bearbeitet werden. Dazu gehdrt die Klairung der Frage, 
ob Zellkerne stets zwei Desoxyribonucleasen enthalten; bisher haben 
wir dieses nur fiir die Niere gezeigt. Die intrazellulire Verteilung des 
,sauren“ Enzyms ist noch unbekannt; sollte es nur in kleinen Mengen 
im Zellkern vorkommen, wie fiir lipidfreie Zellkerne angegeben wird ', 
so ist vermutlich die Aktivitatsregulierung von ganz anderer Art, als 
wenn Substrat und Enzym riumlich nahe aneinander angeordnet sind. 
Die vor Kenntnis des ,,sauren‘‘ Enzyms gefundene Bedeutung von 
Mg** fir das ,,neutrale‘‘ Zellkernferment hat durch den Fortschritt der 
Untersuchungen an Bedeutung verloren. 


Unsere Angabe, die am Neutralpunkt wirksame Desoxyribo- 
nuclease finde sich praktisch zu 100°, im Zellkern?, ist nicht unwider- 
sprochen geblieben**, ohne auf das py-Optimum Wert zu legen. Wir 
hatten s.Zt. schon betont, daB man bei der Zellkerndarstellung jegliche 
Beschidigung von Zellkernen vermeiden mu; auch wenn geschiadigte 
Kerne oder deren Inhalt schlieBlich nicht im Zellkernsediment enthalten 


a G. Siebert, Vortrag Tagung Ges. f. physiol. Chem. Okt. 1953 in Hom- 
burg/Saar. 

82 W.C. Schneider u. G.H. Hogeboom, J. biol. Chemistry 198, 155 
[1952]. 
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sind, so findet man sie doch in den Cytoplasmafraktionen. Wir fiihren 
die Diskrepanzen der Literaturangaben auf diesen Umstand zuriick. 
Die Versuche sollen in Kirze wiederholt werden. 


Zusammenfassung 


Nieren-, Leber-, Milz- und Lungengewebe enthalten bei verschie- 
denen Séugetieren zwei Desoxyribonucleasen. Die eine von ihnen 
unterscheidet sich im pyg-Optimum und in der Mg-Aktivierbarkeit von 
der Pankreas-Desoxyribonuclease. Das Pankreasenzym ist am Neutral- 
punkt optimal aktiv und benétigt Mg++, die genannten Organe zeigen 
ein pyq-Optimum bei pg 5, wobei sie keiner Mg-Aktivierung bediirfen. 
Daneben haben sie eine deutliche Wirksamkeit am Neutralpunkt, die 
magnesiumabhiangig ist. 

Die Aktivitaét des ,,sauren“‘’ Enzyms ist bei den vier untersuchten 
Organen in der Milz am gréBten, es folgen Niere, Lunge und Leber. 
Miusegewebe sowie Organe neugeborener Kaninchen sind weitaus am 
aktivsten. In wachsenden Organen ist die Fermentaktivitat wesentlich 
hoher als in erwachsenen. Dies gilt auch fiir den Menschen, wie an der 
Placenta gezeigt wird. 

Die in Zellkernen aus Nierengewebe vorhandene Desoxyribo- 
nuclease liegt bei p, 7 praktisch inaktiv vor und bedarf zum Wirksam- 
werden des Mg-Zusatzes. Die biologische Bedeutung dieses Befundes 
besteht vermutlich in der Regulierung der Enzymaktivitaét in vivo. 
Nierenzellkerne zeigen auch bei py 5 eine grobe Fermentaktivitiat, die 
durch Leukocytenextrakte gehemmt werden kann; eine Deutung dieses 
Befundes ist noch nicht befriedigend méglich. 
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Uber Proteine und deren Abbauprodukte 
IX. Beitrag zur Bausteinfolge— Analyse von Kollagen! 


Von 
Kurt Heyns und Wolfgang Kénigsdorf 
Aus dem Chemischen Institut der Universitat Hamburg 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. August 1953) 


Herrn Professor K. Thomas zum 70. Geburtstage 


Uber die Anordnung der Aminosiuren im Kollagen bzw. in der 
Gelatine ist bisher nur wenig Zuverlassiges bekannt. Bergmann und 
Mitarbeiter? hatten nach Vorliegen einer vollstaéndigen Bausteinanalyse 
eine streng periodische Wiederkehr der Aminosaurereste im ketten- 
formigen Aufbau in den Vordergrund gestellt, wonach in der Gelatine 
jede dritte Aminoséure Glykokoll, jede sechste Prolin und jede neunte 
Oxyprolin sein sollte. Nach spiteren analytischen Untersuchungen 
1aBt die quantitative Zusammensetzung jedoch keine so tiberzeugende 
Ubereinstimmung mit dieser Periodizitatsregel erkennen. Der Isolierung 
des Tripeptids Lysyl-prolyl-glycin aus Gelatine durch GraBmann 
und Riederle®, das sich in das periodische Bauprinzip noch einfiigen 
wiirde, stehen Ergebnisse gegentiber, nach denen die neutralen Amino- 
siuren in der aus einem Gelatine-Partialhydrolysat abgetrennten 
basischen Peptidfraktion etwa im gleichen Verhaltnis wie im Gesamt- 
protein vorhanden sind, wie es nach dem Modell nicht mdéglich sein 
diirfte*. Auch die von Heyns, Anders und Becker aus Gelatine 
isolierten Peptide bzw. in ihrer Zusammensetzung aufgeklirten Abbau- 
produkte (u.a. Alanyl-glycyl-glutaminsiure, Alanyl-alanyl-glycin, ver- 
schiedene Dipeptide) lassen sich mit einer streng periodischen An- 
ordnung teilweise nicht vereinbaren®. Wenn auch durch weitere Unter- 
suchungen tiber diese Frage, z. B. von Gordon, Martin und Synge? 
das AusmaB dieser Periodizitit eingeschrankt wurde, so hat man neuer- 
dings noch weitgehend darauf Bezug genommen, z. B. bei der Aus- 
wertung neuerer roéntgenographischer Daten (Meridianreflex 2,88 A) 
auf der Basis einer streng periodischen Anordnung der Prolin- bzw. 
der Glycin-Reste ®. 

1 VIII. Mitt.: K. Heyns u. W. Walter, diese Z. 289, 85 [1952]. 

2M. Bergmann u. C.Niemann, J. biol. Chemistry 118, 301 [1937]; 
M. Bergmann u. Mitarb., ebenda 115, 77 [1936], 122, 577 [1937]. 

3 W. GraBmann u. K. Riederle, Biochem. Z. 284, 177 [1936]. 

4 A.H. Gordon, P.Martin u. M.Synge, Biochem. J. 85, 1369 [1941]. 

5 K. Heyns, G. Anders u. E. Becker, diese Z. 286, 118 [1950]; 287, 109, 
120 [1950]; W. Kénigsdorf, Diplomarbeit, Hamburg 1951; G. Wolff, Diplom- 
arbeit Hamburg 1953. 

6 R. 8. Bear, Vortr. 120. Meeting Amer. Chem. Soc. New York Sept. 1951. 
W. T. Astburg, Chem. Weekbl. 38, 778 [1936]; M. L. Huggins, Chem. Rev. 
82, 195 [1943]; H. Zahn, Kolloid.-Z. 111, 96 [1948]; E. J. Ambrose u.A. Elliot, 
Proc. Roy. Soc. [London], Ser. A 205. 47 [1951]; L. Pauling u. R. B. Corly, Proc. 
Nat. Acad. Sci. USA 87, 272 [1951]. 
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Unsere bisherigen Versuche, die bei Partialabbau unter verschie- 
denen Bedingungen auftretenden Spaltprodukte durch fraktionierte 
Fillungen, Gegenstromverteilungen und Behandeln an_ Ionenaus- 
tauschern soweit aufzuteilen, daB dann mittels Papierchromatographie 
die weitere Trennung und Identifizierung der Bruchstiicke erreicht 
werden wiirde®, zeigten jedoch, dai auf diesem Wege nur ein Teil der 
Abbauprodukte in ihrem Aufbau aufzukliren ist, was aber nur im Fall 
einer tatsichlich streng periodischen Anordnung zur Ermittlung der 
Bausteinfolgen hatte ausreichen kénnen. Die Ergebnisse von Sanger 
und Mitarbeitern’ iiber den Aufbau des Insulins lassen jedoch nicht den 
gringsten Anhaltspunkt fiir eine derart strenge Bausteinperiodizitat 
erkennen. Wenn auch diese Befunde nicht vorbehaltlos auf andere 
Proteine iibertragbar sind und médglicherweise gerade Proteine mit 
mechanischen Funktionen sich anders verhalten, so ist doch damit 
ein vollig periodischer Aufbau des Kollagens zumindest in Frage gestellt. 
Bedenkt man, daB eine Gelatinemolekel aus mindestens 415 Amino- 
siureresten von 17 verschiedenen Aminosdiuren zusammengesetzt ist, 
so wiirden sich bereits bei einer nun nicht mehr streng periodischen 
Bausteinfolge uniibersehbare Kombinationsméglichkeiten ergeben. Es 
wird daher zunichst untersucht, ob im Kollagen nicht eindeutig reprodu- 
zierbare Ansatzpunkte zu finden sind, die fiir eine Aufklarung der 
Bausteinfolge dienlich sein k6nnen. 

Unter solchen Ansatzpunkten sind vor allem besonders leicht oder 
nur sehr schwer angreifbare Peptidbindungen sowie die in einer 
Peptidkette enthaltenen amino- und carboxylendstindigen Amino- 
siuren oder gegebenenfalls sonstige funktionelle Gruppen (Lysin-NH,-, 
Arginin-guanido-, Seitenkettenamidgruppen usw.) zu verstehen. 


1. Untersuchung auf mit Sauren schwer hydrolysierbare 
Peptidbindungen 


Da hodhere Peptide bei der papierchromatographischen Entwicklung mit 
Butanol/Eisessig (Bu/E) auf dem Startpunkt verbleiben bzw. nur sehr kleine 
Ry-Werte besitzen, wurden gréBere Mengen eines durch 7-stdg. Kochen von 
Gelatine unter RiickfluB mit 20-proz. Salzsiure dargestellten und elektrolytisch 
entsalzenen Hydrolysates papierchromatographisch mit Bu/E entwickelt. Die 
Startzone und die darunterliegende Flache, aus der simtliche Aminosauren aus- 
gewandert waren, wurden nach der Ausschneidetechnik auf Peptide untersucht®. 
Bei Untersuchungen dieser Art ist es wesentlich, die Salzsiure aus dem Hydrolysat 
weitgehend zu entfernen, da schon geringe Salzsiure-Mengen eine Adsorption 
von Glutaminsiure auf dem Startpunkt hervorrufen’. Die Ergebnisse waren nicht 
eindeutig, da der Gehalt an aminosdurehaltiger Substanz in den verwendeten 
Papieren (Schleicher & Schiill 602h: P, 2043b, Whatman 1 u. 4) sich bei dieser 
Methodik stérend bemerkbar machte, auch nach vorherigem Auswaschen der 
Papiere mit Wasser und Bu/E. Der Grund fiir diese Stérung liegt in der Baumwoll- 
faser selbst. Catlett und Mitarbeiter haben darauf hingewiesen, da die Hohl- 

7 F. Sanger u. H. Tuppy, Biochem. J. 49, 481 [1951]; F. Sanger u. E. O. 


P. Thompson, ebenda 52 Proc., iii [1952]. 
8 K. Heyns, W. Koch u. W. Kénigsdorf, Naturwiss. 89, 381 [1952]. 
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raume der Baumwoll-Linters mit einer Proteinmembran ausgekleidet sind®. Diese 
wurden unter den Bedingungen der Papierchromatographie wahrscheinlich hydroly- 
siert unter Bildung freier Aminosiuren, die dann beim Auswaschen in die unter- 
suchten Lésungen gelangten. 

In einem anderen Versuch wurde das Partialhydrolysat mit 2.4-Dinitrofluor- 
benzol (DNFB) umgesetzt, die atherléslichen DNP-Aminosaéuren und gegebenen- 
falls vorhandene atherlésliche DNP-Peptide von nicht umgesetzten Abbau- 
produkten durch Ausithern abgetrennt und der Atherextrakt hydrolysiert. Da der 
Dinitrophenyl-(DNP)-Rest in den DNP-Aminosiuren weitgehend gegen Saure- 
hydrolyse stabil ist, diirften sich nach der Abtrennung der DNP-Aminosauren 
durch erneute Atherextraktion aus dem Totalhydrolysat papierchromatographisch 
nur die in einem Peptid vorliegenden Aminosiuren (auBer der N-endstandigen) 
als solche nachweisen lassen. Gefunden wurden Glycin, Prolin, Oxyprolin und 
Alanin. Wie jedoch ein Vergleichsversuch mit den DNP-Derivaten dieser vier 
Aminosauren unter analogen Hydroly: senbedingungen zeigte, zersetzen sich gerade 
diese DNP-Aminoséuren zu einem geringen Teil unter Riickbildung der Amino- 
siuren. Fir die Untersuchung auf héhere Peptide eignet sich diese Methode nicht, 
da deren DNP-Derivate nur noch sehr wenig atherléslich sind. 

Eine Totalhydrolyse des 7-Stdn.-Hydrolysates nach vorhergehender Des- 
aminierung gab keine Anzeichen fiir das Vorhandensein von Peptiden, da nur noch 
Prolin und Oxyprolin nachzuweisen waren. 


2. N-endsténdige Aminosduren in Kollagen und Gelatine 


Zur Bestimmung der N-endstindigen Aminosiuren wurde die Um- 
setzung mit DNFB nach Sanger durchgefiihrt. 

Bowes und Moss? und kiirzlich GraBmann und Hérmann" stellten fest, 
daB im Kollagen keine N-endstandigen Aminosauren zu finden sind. Dies kann 
seinen Grund entweder im Vorliegen sehr grofer Molekeln bzw. unbegrenzter 
Peptidketten, in einer cyclischen Struktur oder der Maskierung der freien «-NH,- 
Gruppen durch andere Bausteine (Kohlenhydrate, Chondroitinsulfat u. a.) haben. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein aus Rinderhorn 
durch Macerieren mit 5-proz. Salzsiure dargestelltes Kollagen (Kollagen 
M), ein zusatzlich in tiblicher Weise 6 Wochen mit Calciumhydroxyd 
zur Entfernung von Fremdproteinen geiischertes Kollagen (Kollagen G) 
sowie drei bei verschiedenen Abzugstemperaturen (62°, 72° und 100°) 
hergestellte Gelatinen-Praparate auf ihre N-endstaindigen Aminosauren 
nach der von uns beschriebenen qualitativen und quantitativen Be- 
stimmungsmethode untersucht. 

Die Darstellung der DNP-Kollagene erfolgte mit den vorher durch 
mechanische Zerfaserung in eine reaktionsfihige Form gebrachten 
Kollagenen in der tiblichen Weise in waBrig-alkoholischer Natrium- 
hydrogencarbonatlésung!”. Bei der Umsetzung der Gelatine auf ana- 
logem Wege fallt sehr schnell ein Teil des Reaktionsproduktes in Flocken 

aus, so daB eine quantitative Reaktion mit DNFB nicht sicher erschien. 
Daher wurde die Umsetzung in rein wabriger Hydrogencarbonatlésung 


* M.S. Catlett, R. Giuffra, A. T. Moore u. M. L. Rollins, Textile Res. 
21, 880 [1950]. 

10 J, H. Bowes u. A. Moss, Nature [London] 168, 514 [1951]. 

11 W.GraBmann u. H. Hérmann, diese Z. 292, 24 [1953]. 

2 F. Sanger, Biochem. J. 39, 507 [1945]; H. Zahn u. A. Wiirz, Biochem. 
Z. 822, 327 [1952]. 
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vorgenommen und das Umsetzungsprodukt durch anschlieBende Aceton- 
fillung isoliert. Auf dies2 Weise erhilt man gleichzeitig ein von Neben- 
produkten (NaHCO , NaF, Dinitrophenol) weitgehend freies Produkt. 
Als Nachteil nimmt man jedoch die geringere DNFB-Léoslichkeit 
(1,5 g//H,O) und damit eine geringere Reaktionsgeschwindigkeit in 
Kauf. Ferner bleiben bei der Acetonfillung etwa 15°, der Substanz 
ungefallt in Lésung. Ein Vergleichsversuch zeigte jedoch, daB diese 
Substanz hinsichtlich ihrer N-endstindigen Aminoséuren sich kaum 
von dem Fiallungsprodukt unterscheiden diirfte. Tab.1 zeigt die 
quantitative Auswertung der aus einem Totalhydrolysat (5,7-n. Salz- 
siure unter RiickfluB) isolierten DNP-Aminosiuren. Dabei erfolgte die 
Umrechnung DNP-Protein: Protein auf der Basis des bestimmten 
Saiureaminostickstoffs, da dieser sich durch die Umsetzung mit DNFB 
nicht andert (Sanger?2). Da die DNP-Iminosiuren, besonders DNP- 
Prolin, unter diesen Hydrolysenbedingungen weitgehende Spaltung 
erleiden, wurde ihre Abwesenheit auf dem Wege iiber eine Hydrolyse 
der DNP-Proteine mit 12-n. Salzsiure bei 105°C im Bombenrohr sowie 
papierchromatographischer Untersuchung nach Ammonolyse (vgl. 
Versuchsteil) des Atherextraktes nachgewiesen. Das Konstantbleiben 
des Wertes fiir die erfaBten ¢-NH,-Lysin-(Lys)-Reste bei Verlangerung 
der Reaktionszeit von 17 auf 52 Stdn. beweist, daB die Reaktion quanti- 
tativ abgelaufen ist. 


Tab. 1. N-endstandige Aminosiuren von Kollagen und daraus erhaltenen Gelatine- 
praparaten. Zahlen in mMol pro 100g Protein. 





























Kollagen Gelatine 
= G 62°-Abzug | 72°-Abzug | 100°-Abzu 
maceriert | gedischert | —~ 8 8 7 

DNP-Asp. . . 0,004 |< 0,004 0,026 0,034 0,075 
DNP-Glu.. . 0,012 < 0,004 0,093 0,095 0,071 
DNP-Gly .. . 0,064 0,133 0,612 0,586 1,148 
DNP-Ala... 0,007 0,014 0,080 0,075 0,168 
DNP-Ser.. . — < 0,004 0,022 0,023 0,094 
DNP-Thr.. . — — — _ 0,012 
e-DNP-Lys . . 21 23 22 21 23 


Die Werte der Tab. 1 erlauben folgende Aussagen: 


1. Wiahrend beim macerierten Kollagen neben Glycin und einer 
geringen Menge Alanin wenig Asparaginsiure und Glutaminsaure als 
N-endstindige Aminosauren auftreten, fehlen die Dicarbonsiuren nach 
der Ascherung fast ganz. Folglich mu8 ein Teil dieser Reste bei der 
Ascherung abgespalten sein. Gleichzeitig erfolgt neben dem Auftreten 
von sehr wenig Serin (Ser) eine Zunahme der N-endstandigen Glycin- 
und Alanin-Reste auf das Doppelte. Dabei liegt die Zunahme der 
Glycin-Reste etwa um eine Zehnerpotenz héher als die Summe der bei 
der Ascherung verschwindenden N-endsténdigen Dicarbonséuren, so 
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daB die Zunahme der freien Glycin-Reste kaum auf einer Abspaltung 
der Dicarbonsiuren beruhen kann, sondern nur auf der Spaltung von 
,inneren** Peptid- oder peptidihnlichen Bindungen, an denen die NH,- 
Gruppe des Glycins beteiligt ist und die durch die Art der benachbarten 
Reste besonders angreifbar sind. Bei Uberpriifung der Ascherbriihe 
durch Umsetzung mit DNFB lieBen sich geringe Mengen freier DNP- 
Dicarbonsauren feststellen; dabei erhebt sich jedoch die Frage, ob diese 
nicht aus abgebauten Fremdproteinen (Elastin, Reticulargewebe) 
stammen. Eine leichte Aufspaltung von Peptidbindungen zwischen den 
Dicarbonsauren und einem Glycinrest kénnte einmal die im Verhialtnis 
zu den anderen N-endstindigen Aminosiuren hohe DNP-Glycin-Menge 
erklaren, zum anderen aber auch die Tatsache, da bei Hydrolyse mit 
organischen Sauren (z. B. Oxalsiure) die Dicarbonsiuren, insbesondere 
Asparaginsaure, als erste frei auftretende Aminosiiuren nachzuweisen 
sind#8, Allerdings kommen nach Untersuchungen von Gra8mann 
und Hérmann in Gelatine keine Dicarbonsiuren, ‘sondern nur Glycin, 
Alanin und Threonin (Thr) C-endstindig vor". 

2. Der Vorgang der Maceration und Ascherung bleibt nicht ohne 
Einwirkung auf einige bestimmte Peptidbindungen im nativen Kollagen, 
allerdings ist diese Hydrolyse sehr geringfiigig. 

3. Beim’ Ubergang von geischertem Kollagen in Gelatine tritt 
qualitativ, abgesehen von geringen Verinderungen im 100°-Abzug, 
kein Unterschied auf. 

4. In quantitativer Hinsicht zeigen die bei 62° und 72° hergestellten 
Abziige keine wesentlichen Unterschiede. Dagegen verdoppelt sich 
beim 100°-Abzug die Zahl der N-endstindigen Aminosiuren. Die 
prozentualen Zunahmen liegen etwa in gleicher GréBenordnung wie die 
beim Ubergang Kollagen/Gelatine. Dies zeigt deutlich, daB fiir die 
sehr groBen Unterschiede im physikalisch-chemischen Verhalten zwischen 
dem nativen und denaturierten Produkt hydrolytische Einfliisse allein 
verantwortlich sind. 

5. Da die Aminosiure-Werte in der Reihe zunehmender Abzugs- 
temperaturen steigende Tendenz aufweisen, mu der Vorgang der 
Hydrolyse in der Aufspaltung zu gréBeren Molekelteilen beruhen; 
denn im Fall der Abspaltung einzelner Aminosiuren vom NH,-Ende 
der Gesamtmolekel miiBte eine Aminosiiure in dem MaBe verschwinden, 
wie eine andere zunimmt, da die freien DN P-Aminosauren und niederen 
DNP-Peptide bei der Acetonfallung nicht miterfaBt werden. Im aceton- 
haltigen Filtrat lieBen sich freie DNP-Aminosaéuren in meBbarem 
Umfang nicht nachweisen. 

6. Wie die Ergebnisse tiber den Partialabbau von DNP-Gelatine 
(62°) mit n/10-Salzsiure bei 40° zeigen (vgl. nachster Abschnitt), ent- 
spricht die im 100°-Abzug vorhandene N-endstiindige Glycin-Menge 
der nach 30-stdg. Hydrolysendauer auftretenden Menge. Diese erheb- 


18 §. M. Partridge u. H.F. Davis, Nature [London] 165, 62 [1950]. 
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liche Hydrolyse von Peptidbindungen bei héheren Abzugstemperaturen 
ist — zumindest zum gréBten Teil — fiir den starken Abfall von Vis- 
kositaét, Gallertfestigkeit und der in der Technik als Charakterisierungs- 
merkmal mit ,,Erstarrungspunkt‘‘ bezeichneten Eigenschaft verant- 
wortlich. 

7. In sémtlichen untersuchten Substanzen liegen die Werte der 
auf diesem Wege erfaBbaren e-NH,-Lysin-Gruppen innerhalb der dem 
Verfahren anhaftenden Fehlerbreite von -+-5°% um den Mittelwert von 
22 mMol/100 g Protein. Nach einer von Bowes und Kenten an Rinder- 
hautkollagen durchgefiihrten Bausteinanalyse liegen im Kollagen 
insgesamt 31 mMol Lysin/100 g Protein vor!*. Demnach werden etwa 
ein Drittel (30°) der e-NH,-Lysin-Gruppen bei der Umsetzung nicht 
erfaBt. Eine Untersuchung der e-NH,-Gruppen vom Oxylysin (Oxl) 
war nicht méglich, da kein Oxylysin als Testsubstanz zur Verfiigung 
stand und daher der R,-Wert vom DNP-Oxylysin nicht bestimmbar 
war. Es erscheint daher nicht ausgeschlossen, daB in der Zahl der 
gefundenen e-NH,-Gruppen solche von Oxylysin miterfaBt worden 
sind. Damit lieBen sich auch die von Bowes und Moss gefundenen 
Werte von nur 17 erfaBbaren e-NH,-Lysin-Gruppen erkliren?®. Gegen 
eine nur unvollstindig abgelaufene Reaktion spricht die genaue Reprodu- 
zierbarkeit des Wertes bei Verlingerung der Reaktionszeit von 17 auf 
52 Stunden. Danach muB ein Teil der ¢«-NH,-Gruppen im Kollagen 
maskiert sein, ohne daB diese Maskierung durch eine 6-wéchentliche 
Behandlung mit Calciumhydroxydlésung oder den Ubergang in Gelatine 
beeinfluBt wird. Die Unzuginglichkeit eines Teils der e-NH,-Lysin- 
Gruppen auch nach der Denaturierung steht im Gegensatz zu den 
Erfahrungen an allen anderen bisher untersuchten Proteinen, sowie 
auch zu den Untersuchungen von Gurin und Clarke, nach denen in 
der Gelatine simtliche «-NH,-Lysin-Gruppen mit Benzolsulfochlorid 
reagieren!®>, — Im Totalhydrolysat der untersuchten DNP-Proteine 
lieB sich in jedem Falle papierchromatographisch freies Lysin nach- 
weisen. 

8. Zu den waBrigen Phasen der ausgeitherten DNP-Protein- 
Totalhydrolysate treten auBer ¢-DNP-Lysin noch zwei weitere, schwach 
gelblich gefirbte Substanzen auf mit den R,-Werten 0,49 und 0,35 
(Pyridin/i-Amylalkohol), die jedoch nicht identifiziert werden konnten. 


3. Untersuchung auf mit Saéuren besonders leicht spaltbare 
Peptidbindungen 


Nach den in Abschnitt 2 beschriebenen Ergebnissen sowie nach den 
Untersuchungen von Bowes und Moss?® sowie Graf’mann und 
Hoérmann" ergibt sich als strukturelles Bild fiir Kollagen und Gelatine 
das Bestehen von cyclischen oder sehr langen, evtl. sogar ,,unendlichen‘ 


14 J. H. Bowes u. R.H. Kenten, Biochem. J. 48, 358 [1948]. 
1 §. Gurin u. H. T. Clarke, J. biol. Chemistry 107, 395 [1934]. 
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Peptidketten, in denen einzelne, sehr leicht angreifbare Peptidbindungen 
vorliegen. Daher kommt etwaigen N-endstindigen Aminoséuren bei 
weitem nicht die Bedeutung als Ansatzpunkt fiir eine Bausteinfolge- 
analyse zu wie in Proteinen mit offenen Peptidketten und genau 
definierten Molekulargewichten, denn in diesem Fall ist es méglich. 
durch Milderung der Abbaubedingungen verschiedene groBe Peptide 
zu isolieren und identifizieren, die alle durch die N-endstandigen Amino- 
siuren in Form ihres DNP-Derivates gekennzeichnet sind und nur in 
der unterschiedlichen Anzahl der mit ihnen verbundenen Aminosiéuren 
abweichen. Damit wird es aber erst méglich, zunachst in einem Teil 
der Peptidkette vom Aminoende her die Bausteinfolge festzulegen. 
Wir versuchten daher, Hydrolysenbedingungen zu finden, die zu 
iibersichtlichen, reproduzierbaren und spezifischen Ergebnissen hin- 
sichtlich der Abbauprodukte fiihren und die es gestatten, durch Unter- 
suchung der Art der Hydrolysenprodukte in den Abbauvorgang sowie 
in die Lage der leicht angreifbaren Peptidbindungen Einblick zu erhalten. 


a) Ermittlung geeigneter Abbaubedingungen und 
Hydrolysenverlauf: 

Im Gegensatz zur enzymatischen Hydrolyse verliuft der saure und 
alkalische Abbau nach den bisher vorliegenden Untersuchungen wenig spezifisch 
bzw. selektiv®.- Lediglich bei Verwendung von langkettigen Alkylsulfonsauren und 
Alkylschwefelsiuren liegen Anzeichen fiir einen stufenweisen Abbau vor!®, Bekannt 
ist, daB die Peptidbindungen, an denen Oxyaminosiuren mit ihrer NH,-Gruppe 
beteiligt sind, durch Saéure bevorzugt angegriffen werden1?. Mit wasserfreier 
Schwefelsiure verliuft diese selektive Hydrolyse iiber ein N--O-Acylwanderung 
mit nachfolgender Esterspaltung'*. Heyns und Walter konnten bei Hydrolysen- 
versuchen an synthetischen Polypeptiden mit Siauren zeigen, daB Polyglycyl- 
peptide sehr leicht gespalten werden und dafi die Hydrolysierbarkeit schnell mit 
zunehmender Seitenkettenlange der Aminosiure abnimmt?!*. Eine kritische Zu- 
sammenfassung der Literatur tiber die Hydrolysierbarkeit von Polypeptiden und 
Proteinen in Abhangigkeit von Struktur- und Substitutionsfragen ist vor kurzem 
von Leach veréffentlicht worden?®. 


Abb. 1 zeigt einen Uberblick iiber die bei einer Hydrolyse von 
DNP-Gelatirie (62°-Abzug) mit /10-Salzsiiure bei 40° neu auftretenden 
N-endstandigen Aminosiuren bis zu einer Hydrolysenzeit von 215 
Stunden. Ihre Identifizierung geschah durch Entnahme bestimmter 
Hydrolysatmengen aus dem Gesamtansatz nach 23, 48, 95 und 215 Stdn., 
sofortige Umsetzung mit DNFB in wabriger Natriumhydrogencarbonat- 
losung und anschlieBender Totalhydrolyse zur Bestimmung der DNP- 
Aminosiuren. Es ergibt sich folgendes: 

1. Uberraschend ist der weitgehend geordnete und iibersichtliche 
Abbau, der die ganz bevorzugte Hydrolyse bestimmter Peptidbindungen, 


16 FE, Waldschmidt-Leitz u. F. Zinnert, Makromolekulare Chem. 6, 272 
[1951]. 

17 P. Desnuelle u. Mitarb., Biochim. biophysica Acta 2, 64 [1948]; 7, 451 
[1951]. 

18 —D. F. Elliot, Biochem. J. 50, 542 [1952]; Chem. and Ind. 1952, 86. 

19 W. Walter, Dissertat. Hamburg 1953, wird demniachst verdéffentlicht. 
20 B.S. Leach, Res. pure and applied Chem. (Australien) 8, 25 [1953]. 
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an denen die NH,-Gruppen der Aminodicarbonséuren, der Oxyamino- 
siuren, Glycin und Alanin teilnehmen, bewirkt. Diesen 6 Aminosauren 
stehen die iibrigen 11 bis 12 verschiedenen, in der Gelatine vorkommenden 
Aminosiéuren gegeniiber, von denen keine — im Rahmen der Erfab- 
barkeit der Methode — als N-endstiandige Aminosaéure im Verlauf einer 
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Abb. 1. Die nach Hydrolyse von DNP-Gelatine mit n/i0-Salzsiure bei 40° C 

auftretenden N-endstandigen Aminosaiuren in mMol/100 g abs. Gelatine. Ordinate: 

mMol Aminosiuren/100g Protein. Abszisse: Hydrolysenzeit. 1: DNP-Gly, 
2: DNP-Ala, 3: DNP-Glu, 4: DNP-Thr, 5: DNP-Ser, 6: DNP-Asp. 


215 Stdn. dauernden Hydrolyse auftritt. Zu den Peptidbindungen, 
die nicht angegriffen werden, gehéren auch die, an denen Prolin und 
Oxyprolin mit ihren Iminogruppen beteiligt sind, »bwohl beide zusammen 
fast 1/, aller Bausteine (92 von 415) ausmachen und sie infolge ihrer 
sterischen Verhiltnisse gerade fiir exponierte, leichter zugingliche 
Lagen in der Peptidkette wie Faltungs- oder Windungspunkte in Frage 
kommen. Zwar lit sich das Vorhandensein von DNP-Prolin auf dem 
hier eingeschlagenen Weg schwierig feststellen, da es bei der Total- 
hydrolyse gespalten wird, jedoch zeigt die Untersuchung unter anderen 
Abbaubedingungen, da8B nach einer Hydrolysenzeit von 90 Stdn. keine 
N-endstandigen Iminoséuren vorhanden sind. 


In diesem Zusammenhang ist interessant, da unter den vielen aus Proteinen 
isolierten bzw. identifizierten Peptiden bisher nur ein einziges Mal, und auch hier 
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nicht mit Sicherheit, ein Prolylpeptid gefunden werden konnte*!, Im Gramicidin S 
konnten alle iiberhaupt méglichen Dipeptide bis auf das in Frage kommende 
Prolyldipeptid isoliert werden??. 

Erst nach zusatzlicher 2-stdg. Hydrolyse unter RiickfluB treten in geringem 
Umfang auch andere N-endstaindige Aminosiuren auf. 

2. Bis zu einer Hydrolysenzeit von 90—100 Stdn. findet zuniichst 
eine starkere Zunahme der N-endstindigen Aminosiuren statt, um 
dann aber mehr und mehr nachzulassen und offenbar einer ganz be- 
stimmten Abbaustufe zuzustreben. Das wiirde aber bedeuten, daB, 
ihnlich wie beim enzymatischen Abbau, auch mit verd. Salzsiure unter 
milden Bedingungen wider Erwarten genau reproduzierbar bestimmte 
Peptidbindungen gespalten werden, waihrend zur Hydrolyse weiterer 
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Abb. 2. e-DNP-Lysin-Reste/100 g Gelatine in Abhangigkeit von der Hydrolysen- 
zeit (n/10-Salzsiure, 40°). Ordinate: mMol e-DNP-Lysin. Abszisse: Hydrolysenzeit. 


Peptidbindungen erhohte Energiezufuhr in Form schirferer Hydrolysen- 
bedingungen notwendig sind. 

3. Hinsichtlich der Ubertragung der hier gemachten Aussagen auf 
die Gelatine selbst ist es wesentlich, darauf hinzuweisen, daB die Unter- 
suchungen an einer DNP-Gelatine durchgefiihrt wurden und es schon 
denkbar erscheint, daB die DNP-Reste, speziell die der ¢-NH,-Lysin- 
Gruppen, den Hydrolysenverlauf beeinflussen kénnen. 

4. Abb. 2 zeigt die aus Siureausziigen isolierten ¢«-DNP-Lysin- 
Reste/100 g Gelatine in Abhangigkeit von der Hydrolysenzeit. Bei den 
angegebenen Werten handelt es sich um Mittelwerte aus 4 verschiedenen 
Ansiitzen, mit zum Teil untereinander schwankenden Wertepaaren. 

Im Verlauf der ersten 38 Stdn. findet zunichst ein Anstieg in der 
ErfaBbarkeit von 21 auf 29 mMol statt. Diese Tatsache entspricht der 
Uberlegung, da8 zunichst ein Teil der ¢-NH,-Lysin-Gruppen durch 
Maskierung oder riiumliche Hinderung der Reaktion mit DNFB entzogen 
wird, daB diese zunichst nicht reagierenden ¢«-NH,-Gruppen jedoch 
unter der hydrolytischen Einwirkung der n/10-Salzsiure mit zunehmen- 
der Hydrolysenzeit frei werden. Ganz unerwartet tritt daraufhin jedoch 
wieder ein Abfall auf den Anfangswert ein, d.h. ein Teil der ¢-NH,- 
Gruppen wird fiir die Reaktion mit DNFB wieder unzuginglich. Geagen 

21K. Abderhalden u. E. Sickel, diese Z. 210, 246 [1932]; 219, 72 [1933]. 

#2, R.Consden, A.H.Gordon, A.I.P.Martin u. R.L.M. Synge, 
Biochem. J. 41, 596 [1947]. 
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die Deutung, daB nach 40-stdg. Hydrolysenzeit ein Teil der Peptid- 
bindungen, an denen die ¢-NH,-Lysin-Gruppen beteiligt sind, gespalten 
wird unter Bildung N-endstandiger Lysin-Reste, spricht das Nicht- 
auftauchen von Di-DNP-Lysin im Atherauszug. Eine andere, rein 
hypothetische Erklirung ist, daB sich zunichst die Gelatinemolekel 
unter dem EinfluB der Salzsiure entrollt oder entfaltet unter Auf- 
hebung salzartiger oder sonstiger hindernder Verdrehungen oder 
Briickenbindungen, an denen ein Teil der e-NH,-Lysin-Gruppen be- 
teiligt ist, um sich nach Hydrolyse bestimmter Peptidbindungen in 
anderer Form wieder tiber Briickenbindungen unter Einflu8 eines Teils 
der ¢-NH,-Lysin-Gruppen zusammenzulagern. 

b) Untersuchung der Hydrolysenprodukte: Uber die Art 
der bei der Hydrolyse auftretenden Abbauprodukte und damit tiber die 
Lage der leicht hydrolysierbaren Peptidbindungen lassen die vorher- 
gehenden Untersuchungen keine Aussagen zu. Daher wurde eine 
70-Stdn.-Hydrolyse von DNP-Gelatine bei 40° mit n/10-Salzsiure 
durchgefiihrt und die nach Auftrennung in die aus Abb. 3 ersichtlichen 


Fraktionen naher untersucht. \ 


Hydrolysat (100 ccm) _ 
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(1x) Phase Extr. Zwischen- Phase 20-proz. m.30-proz.HCl, 
7 (2x) Phase (2w) HCl Ammonolyse d. 
dialysiert (2 v) | Atherextr. auf 
DNP-Pro (38) 











Dialysat Dialys.-Lsg. Ather-Extr. Wssrg. Phase 
(1p,) (lpg) (3x) (3) 


Abb. 3. Untersuchungsschema eines DNP-Gelatine-Partialhydrolysates. 


Frakt.1 stellt den sofort nach Abbruch der Hydrolyse aus- 
geaitherten und durch Dialyse der wiBrigen Lésung weiter aufgetrennten 
Teil dar. Da die vor Beginn der Partialhydrolyse vorliegenden N- 
endstandigen Aminosiuren durch den DNP-Rest schon markiert sind, 
mu der Atherextrakt (1x) Auskunft geben iiber gegebenenfalls von 
diesen NH,-Enden her abgespaltenen Aminosiuren bzw. kleineren 














































Kurt Heyns und Wolfgang Kénigsdorf, Bd. 295 (1953) 





254 


Peptiden in Form ihrer atherléslichen DNP-Derivate. Die Aufteilung 
der wiBrigen Lésung durch Dialyse in die beiden Fraktionen 1 piajyss; 
und 1 pjai.-3g. und deren Untersuchung sollte Auskunft geben iiber die 
GroBenordnung der tibrigen Abbauprodukte. 

Frakt. 2 wurde zur Ermittlung der Art der bei der Partialhydrolyse 
neu entstehenden N-endstaindigen Aminosiuren sofort nach Abbruch 
der Hydrolyse mit DNFB umgesetzt. Bei der Atherextraktion dieser 
Reaktionslésung trat, im Gegensatz zu normalen Gelatinelésungen, 
ein sehr stabiles 3-phasiges System auf. Zur Uberpriifung der Ursache 
wurden die beiden unteren Phasen nach der Entfernung des iiber- 
schiissigen DNFB und der hydrogencarbonathaltigen und atherléslichen 
DNP-Derivate (2x) aus der mit 2-n. Salzsiure angesiuerten Lésung 
getrennt aufgearbeitet und ihre DNP-Aminosiuren bestimmt, da anzu- 
nehmen war, daB dieses Verhalten im Zusammenhang mit den DNP- 
Resten stand. Dabei handelt es sich bei der unteren Phase um eine 
klare waBrige Lésung (2 w), wihrend die Mittélphase stirker ather- 
haltig, triibe und stark viskos (2 v) ist. Die Fraktion 2x umfaBte etwa 
1°, der Gesamtfraktion und stellt abgespaltene Aminosduren bzw. 
niedere Peptide dar, die durch den DNP-Rest atherléslich werden. 

Der Rest des Partialhydrolysates diente als Frakt.3 zur quanti- 
tativen Bestinmung der nach der Partialhydrolyse vorliegenden N- 
endstindigen Aminosaiuren und damit zur Auswertung der aus Frakt. 2 
hervorgehenden Bilanz. Es wurde daher nach der im vorhergehenden 
Abschnitt verwendeten Methode aufgearbeitet, nachdem 4/, der Lésung 
zu einer qualitativen Priifung auf DNP-Prolin und DNP-Oxyprolin 
durch Hydrolyse im Bombenrohr und anschlieBende Ammonolyse des 
Atherextraktes herangezogen wurde (33). 


Tab. 2. DNP-Aminosaéuren i. mMol/100 g Gelatine in den einzelnen Fraktionen 
des Partialhydrolysates. 









































Nr Fraktion bzw. Sub-| DNP- | DNP- | DNP- | DNP- | DNP- | DNP- |e-DNP- 
5 stanz Asp Glu Gly Ser Ala Thr | Lys 
1 | DNP-Gelatine(62°)} 0,027] 0,094|} 0,623) 0,023] 0,081 — 22 
2 | Feakt.13.... — —_ — _ _ _ — 
3 | Frakt.lpt .. . 0,033} 0,084} 0,659] 0,025] 0,084 _ 19 
4 | Frakt. lpthsg . . - — — _ os 3 
5 | Summe Frakt. 1. 0,033} 0,084] 0,659} 0,025] 0,084); — 22 
6 | Differenz aus Nr.5 
und Nr.1 . . |+0,006 |—0,010 | +0,036 |+-0,002 |+0,003 — 1+0 
7 | Frakt. 3 bzw. Ge- 
samtfrakt.2 . 0,501; 0,732 2,220 1,231 27,3 
8 |Frakt.2v ... 0,055} 0,134 0,312 0,179 8,0 
9|Frakt.2w... 0,317} 0,540 1,948 0,760 17,6 
10 | Verhaltnis2v:2w]| 1:5,9] 1:4,1 1:6,2 1:4,3 1:2,2 
1l | Summe 2v+2w 0,327} 0,674 2,260 0,939 25,6 
12 | Differenz aus Nr.11 
und Nr.7 . . |—0,129|—0,058 +0,040 —0,292 —1,7 
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Nach den Daten der Tab.2 und einigen erginzenden papier- 
chromatographischen Untersuchungen laiBt sich folgendes aussagen: 

1. Da weder in 1x noch im Atherauszug des hydrolysierten Dialysats 
DNP-Aminosiuren als Bausteine nachzuweisen sind, kann der Abbau 
nicht vom Aminoende her erfolgen, und zwar bis zur GréSenordnung 
dialysabler Peptide. In der Frakt. 2x sind in geringem Umfang DNP- 
Peptide vorhanden, die sich jedoch infolge sehr geringer Substanzmenge 
nicht niher charakterisieren lieBen. Die quantitative Bestimmung 
ergab mindestens 0,30 mMol DNP-Rest/100 g Gelatine (Korrektur auf 
DNP-Asparaginsiure bezogen). Aus einem Vergleich mit den in Frakt. 3 
bestimmten Resten folgt, daB es sich dabei insbesondere um DNP- 
Alanin handelt bzw. DNP-Threonin und in geringerem Umfang um 
DNP-Asparaginsiure. In einem Totalhydrolysat der Gesamtfraktion 2 x 
lieBen sich Glycin, Glutaminsaéure, Threonin bzw. Alanin und wenig 
Asparaginsiure als Aminosdéuren nachweisen. Inwieweit diese jedoch 
durch Spaltung entsprechender DNP-Aminoséuren entstanden sind, 
ist nur schwierig zu entscheiden. Daraus la8t sich folgern, daB neben 
einer Spaltung der Gesamtmolekel in sehr groBe Bruchstiicke in 
kleinerem Umfang auch ein Abbau zu niederen Peptiden vom Carboxyl- 
ende oder aus der Mitte der Peptidketten heraus erfolgt. Fiir einen 
Abbau vom Carboxylende her spricht der Befund von GraBmann 
und Hérmann, daB 3 von den 5 in dieser Fraktion vorkommenden 
Aminosauren, nimlich Glycin, Alanin und Threonin, als C-endstandige 
Aminosiuren in der Gelatine vorkommen!. Hierzu wird auch auf die 
folgenden Mitteilungen verwiesen***. 

2. 17% der Frakt. 1 sind dialysabel. Die ¢-DNP-Lysin-Reste der 
beiden Fraktionen Iprsg und 1p, verteilen sich genau im Gewichts- 
verhaltnis beider Substanzen (1:5). Daraus folgt, daB zumindest die 
Lysinreste mit zuginglicher ¢«-NH,-Gruppe tiber die ganzen Molekel 
gleichmaBig verteilt sind und nicht in der nach der Kosselschen Vor- 
stellung** geforderten Haufung in einem basischen Kern vorliegen 
kénnen. 

Die Frakt. Iprsg weist nach Totalhydrolyse papierchromato- 
graphisch alle in der Gelatine vorkommenden Aminosiuren auf. In 
einem zweidimensionalen Chromatogramm der nichthydrolysierten Sub- 
stanz treten neben der in Pyridin/Amylalkohol wenig, in Butanol/EHis- 
essig tiberhaupt nicht gewanderten gelben Hauptmenge ein starker und 
fiinf schwache ninhydrinpositive Flecke auf. Bei dem starken Fleck 
handelt es sich nicht um Asparaginsaiure, sondern vermutlich um ein 
niederes Peptid. 

3. Bei der Untersuchung der beiden Phasen 2w und 2v des beim 
Ausithern entstandenen stabilen 3-phasigen Systems zeigt sich, daB 
einem Verhiltnis von 1:4 bis 6 fiir die atherloslichen DNP-Amino- 


22a K, Heyns u. W. Walter; K. Heyns u. G. Wolf, diese Z., im Druck. 
3 A, Kossel, Ber. dtsch. chem. Ges. 34, 3214 [1901]; diese Z. 44, 347 [1905]. 
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siuren (infolge geringer Substanzmengen wurden DNP-Glycin/Serin 
und DNP-Alanin/Threonin als Summe bestimmt) ein solches von 
1:2,2 beim ¢e-DNP-Lysin gegeniibersteht. Setzt man eine Verteilung 
der aitherléslichen DNP-Derivate entsprechend der Substanzverteilung 
voraus, so tritt in der Zwischenphase eine erhebliche Anreicherung der 
e-DNP-Lysin enthaltenden Substanzen um das Zwei- bis Dreifache ein. 
Diese Anreicherung lyophiler Reste in den von Natur aus stark hydro- 
philen Peptidketten erklirt ihre Wirkung als Emulgiermittel, die zur 
Ausbildung einer stark atherhaltigen wafrigen Zwischenphase fihrt. 

4. Fur die Gewinnung von Ansatzpunkten fiir eine Bausteinfolge- 
analyse in weiteren Untersuchungen erscheinen die Frakt. Iprsg und 2; 
giinstig, da in diesen Fraktionen einigermaBen tibersichtliche Substanz- 
gemische vorliegen, die eine weitgehende Trennung und Identifizierung 
méglich erscheinen lassen, zumal das Vorhandensein dicarbonsiure- 
haltiger Abbauprodukte das Arbeiten mit lIonenaustauschern und 
Elektrophorese aussichtsreich macht. Hierzu miissen beide Substanz- 
gruppen unter sich stetig steigernden Hydrolysenbedingungen in ihren 
Ergebnissen miteinander verglichen werden. 


Beschreibung der Versuche 


Methoden 


Die Bestimmung des Gesamtstickstoffs erfolgte nach Kjeldahl (Halb- 
mikroform), die des Stureamidstickstoffs zur Umrechnung der DNP-Protein- 
einwaage auf die absolute Proteinmenge durch 3-stdg. Kochen mit 2-n. Salzsaiure 
unter RiickfluB und anschlieBender 1-stdg. Kjeldahidestillation bei py 8,5 (Bor- 
siure/Na,CO,-Pufferlosung). 

Der Wassergehalt in den Proteinen wurde im Vakuumtrockenschrank bei 
105° C/12 mm bestimmt. Die durch Karl-Fischer-Titration mit Formamid als 
Lésungsmittel erhaltenen Werte lagen niedriger, bei den Kollagenen sogar sehr 
erheblich. 

Die papierchromatographischen, Untersuchungen von Aminosaure- und 
Peptidlésungen erfolgten nach Heyns und Anders**, Zur Entwicklung von 
Peptidlésungen wurde mit Papier Schleicher & Schiill 2043b und Phenol, bei 
allen anderen Untersuchungen mit 602 h:P (Schleicher & Schill) und -Butanol- 
Eisessig-Wasser (Vol. 7: 1:3), sowie Pyridin-i-Amylalkohol-Wasser (Vol. 7: 7: 6) 
gearbeitet. Abweichend wurde bei Anwendung der Ausschneidetechnik®® zur 
Isolierung papierchromatographisch getrennter Substanzen die zu untersuchende 
Lésung kontinuierlich (statt punktformig) aufgetragen®®. Dies hat den Vorteil, 
gréBere Substanzmengen verwenden zu kénnen sowie starkere Farbnuancen zu 
erhalten, auch bei Substanzen mit sehr geringen /y-Wert-Unterschieden. 
AuBerdem erméglicht das Anfairben irgendeiner Zone im Chromatogramm das 
genaue Ausschneiden aller iibrigen Zonen (nach der mitentwickelten Kontroll- 
lésung), da die Abweichungen von der Gradlinigkeit der Zone sich in allen anderen 
Zonen genau wiederholen. Die Eluierung erfolgte in einer einfach herzustellenden 
Auswaschapparatur, in der 10—12 verschiedene Substanzen gleichzeitig, getrennt 
voneinander isoliert werden kénnen. Sie besteht aus einem Exsiccator (@ 24 cm), 


*4 K, Heyns u. G. Anders, diese Z. 287, 1 [1951]. 

2 R.Consden, A.H. Gordon u. A.S.P. Martin, Biochem. J. 41, 594 
[1947]; K. Heyns u. G. Anders, diese Z. 287, 109 [1951]. 
26K, Heyns u. W. Kénigsdorf, diese Z. 290, 174 [1952]. 
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an dessen Innenwand, 2 cm unterhalb vom oberen Rand, als Halterung fiir eine 
Holzleiste zwei kurze Glasstabe mit Wasserglas/Talkum befestigt werden. Die 
Leiste dient als Trager fiir eine Glasschale 21 x 5,5 x 2,5 cm, in die ein Stiick 
Filtrierpapier 18 x 11,5 cm so eingepaBt wird, daB es am Boden und den langen 
Seitenflachen gut anliegt und iiber die Seitenkanten etwa 0,5 cm tibersteht. Nach 
Einfiillen des jeweiligen Lésungsmittels in die Schale werden die zu eluierenden 
Streifen durch Ansaugen an dem umgefalzten Filtrierpapierrand befestigt, und die 
Ansaugflaiche wird mit einem tiber das Schalchen gelegten Objekttrager beschwert. 
Die Eluate kénnen so getrennt auf Uhrglasern aufgefangen werden. 
DNP-Methodik: Die Darstellung der DNP-Derivate der in der Gelatine 
vorkommenden Aminoséuren (auBer Oxylysin) erfolgte mit DNFB in waBrig- 
alkoholischer Bicarbonatlésung nach Sanger und Porter?’. Die Testlésungen 
dieser DNP-Aminosiuren wurden 0,5-proz. in Eisessig angesetzt. 
Fiir die papierchromatographischen Untersuchungen der DNP-Derivate 

wurden aus einer gréBeren Anzahl gepriifter Losungsmittel folgende ausgewahlt: 

1. Pyridin/i-Amylalkohol/Wasser (Vol. 25 : 28 : 21), 

2. Dekalin, eisessiggesattigt**, 

3. Phenol/i-Amylalkohol/Wasser (1: 1:1, obere Phase)**. 
Fir die beiden ersten Lésungsmittel wurde Papier Schleicher & Schiill 602 h:P, 
fiir das dritte 2043b benutzt. Tab. 2 zeigt die ermittelten Rr-Werte der DNP- 
Derivate. 


Tab. 2. Rr-Werte der DNP-Aminosauren. 











DNP-Amino- | Pyridin/i-Amyl- | Pekalin/Misessig, | Phenol/i-Amyl- 
5 = F-Wert bez. auf StS. 
sdure alkohol/Wasser DNP-OH —1 alkohol/Wasser 

DNP-Asp .. . 0,38 0,00 — 

DNP-Glu .. . 0,46 0,00 — 
DNP-Met (Oxy a) 0,57 (0,74) 0,00 (0,11) ok 
DNP-Oxp . 0,57 0,00 — 
DNP-Ser. . . . 0,63 0,00 0,27 
DNP-Gly ... 0,64 0,015 0,20 
DNP-Pro ... 0,67 0,09 — 
DNP-Thr ... 0,67 0,00 0,21 
DNP-Ala. . . . 0,67 0,075 0,32 
DNP-OH ... 0,71 1,00 — 
DNP-Val. ... 0,72 0,23 — 
DNP-Phe ... 0,73 0,11 -— 
DNP-Leu . 0,75 0,49 _ 
DNP.-i- Leu. Oe 0,75 0,48 — 
Di-DNP-Lys . . 0,75 0,00 _ 
DNP-NH,.. . 0,89 _ — 
e-DNP-Lys. . . 0,5% - — 
DNP-Arg ... 0,58 — — 
Di-DNP-His . . 0,70 - — 

















Qualitative Bestimmung: Eine erste Auftrennung der DNP-Amino- 
sauren in 2 Gruppen erfolgt beim Ausathern aus saurer Lésung: In der Lésungs- 
phase verbleiben die DNP-Aminoséuren mit basischer Funktion: ¢-DNP-Lysin, 
DNP-Arginin und Di-DNP-Histidin, die mit Pyridin/i-Amylalkohol trennbar sind. 
Bei der Entwicklung der atherldslichen Derivate treten 7 voneinander gut getrennte 


a F. Sanger, Biochem. J. 89, 507 [1945]; R. R. Porter u. F. Sanger, 


Biochem. J. 42, 287 [1948]. 
28 G. Biserte u. R. Ostreux, Bull. Soc. Chim. biol. 88, 50 [1951]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 295 17 
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Zonen auf, die teilweise nicht einheitlich sind, d.h. mehrere DNP-Aminosiuren 
enthalten kénnen: 


. DNP-Asp 

. DNP-Glu 

DNP-Met, DNP-Oxp 

. DNP-Gly, DNP-Ser 

DNP-Ala, DNP-Thr, DNP-Pro 

. DNP-OH, DNP-Val, DNP-Phe, DNP-Leu, DNP-i-Leu, Di-DNP-Lys 
. DNP-NH, 


Zur Identifizierung von DNP-Prolin und DNP-Oxyprolin, zur Unterscheidung 
zwischen Leucin und i-Leucin sowie zur Identifizierung aller anderen DNP-Amino- 
sduren in Zweifelsfaillen wurde ihre Zersetzung mit konz. wiBr. Ammoniak im 
Bombenrohr bei 105°C unter Riickbildung der Aminosiuren herangezogen*’: 
der eingedampfte Atherextrakt wurde in 70! konz. Ammoniak (d 0,89) gelést 
und in ein Bombenrohr iiberfiihrt. Nach 15-stdg. Ammonolyse bei 105° wurde 
der Inhalt auf einem Uhrglas eingedampft und der Riickstand nach Aufnahme in 
2 Tropfen 2-n. Salzsiure in einem einfachen, einseitig abgeschnittenen Glashahn 
mit 2 x 4 Tropfen Ather ausgeschiittelt. Der mit 1041 Wasser aufgenommene 
Eindampfungsriickstand der wiBrigen Phase wurde mit Hilfe einer Glasfadendse 
auf das Papierchromatogramm zur Untersuchung auf Aminosauren itiberfiihrt. 
Im Gegensatz zu Lowther?® gelingt auch beim DNP-Arginin die Riickbildung 
zur Aminosdure, nur mu8 infolge seiner Unldslichkeit in Ammoniak die Uber- 
fiihrung in das Bombenrohr in Suspension erfolgen. Da bei den Untersuchungen 
an DNP-Kollagen und DNP-Gelatine die DNP-Iminoséuren nicht auftraten, 
ergab sich folgende weitere Untersuchungsmethodik: Zur Priifung auf Einheitlich- 
keit der Zonen“4 und 5 wurden beide getrennt ausgeschnitten und mit Hisessig 
eluiert. Die fast zur Trockne im Vakuum eingeengten Eluate wurden dann zur 
papierchromatographischen Entwicklung mit Phenol/i-Amylalkohol aufgetragen. 
Hier werden die DNP-Oxyaminosiuren vom DNP-Glycin bzw. DNP-Alanin gut 
abgetrennt. Zweidimensionale Chromatographie ist besonders beim Vorliegen 
kleiner Substanzmengen infolge der geringen Farbintensitit, die sich auch durch 
Einsprihen mit Sodalésung und anschlieBendem Erhitzen nur sehr wenig verstairken 
laBt, schwierig. 

Von den durch Zersetzung der DNP-Derivate gebildeten Substanzen Dinitro- 
anilin und Dinitrophenol verdeckt das letztere eine ganze Reihe in der DNP-OH- 
Zone aufgefiihrter DNP-Aminosiuren. Einen groben Anhaltspunkt fiir das Vor- 
handensein eines oder mehrerer dieser Derivate erhilt man durch Einspriihen mit 
n/10-Salzsiiure, da hierbei das DNP-OH farblos wird, die DNP-Aminosauren jedoch 
ihre Gelbfarbung behalten. Zur Identifizierung wurde die Gesamtitherextraktion 
mit eisessiggesattigtem Dekalin entwickelt. Dabei werden die DNP-Derivate 
von Valin, Phenylalanin, Leucin und i-Leucin von allen anderen DNP-Derivaten 
und vom DNP-OH abgetrennt und untereinander getrennt (bis auf die beiden 
Leucine). Das Di-DNP-Lysin bleibt mit einer Reihe anderer DNP-Aminosiauren 
auf dem Startpunkt sitzen. Zu seiner Identifizierung wird daher das Eluat der 
DNP-OH-Zone durch Entwicklung in eisessiggesittigtem Dekalin untersucht, 
da alle anderen hier méglichen Substanzen aus der Startzone auswandern. 

Zur quantitativen Bestimmung der DNP-Aminosiuren wurden 100—200 yl 
der zu untersuchenden Eisessiglésung kontinuierlich auf die Startzone in einer 
Breite von 8—15 cm aufgetragen. Nach Entwicklung in Pyridin/i-Amylalkohol 
wurden die von den 3 in der Séurephase und den 7 in der Atherphase vorhandenen 
Zonen ausgezeichnet, ausgeschnitten und mit Hisessig eluiert. Je nach Substanz- 
menge wurden die Eluate auf 2—25 ccm mit Hisessig aufgefiillt und im Elektro- 
photometer Modell ,,Eppendorf“‘ bei 2 = 366 my (bei Vorhandensein eines ent- 
sprechenden Lichtfilters besser bei 340 mu) gemessen. Dabei diente das Eisessig- 


29 Vgl. A.G. Lowther, Nature [London] 167, 767 [1951]. 
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eluat eines entsprechenden Leerstreifens als Vergleichslésung. Da die Absorption 
in geringem Umfang eine Abhangigkeit von der Aminosaureseitenkette R zeigte, 
wurde von jeder der in Frage kommenden DNP-Aminosiéuren eine Eichkurve 
aufgenommen. Fiir die gefundenen Werte ist eine Korrektur infolge Zersetzung 
der DNP-Aminosiuren bei der Aufarbeitung (insbesondere bei der Hydrolyse) 
sowie infolge geringer Adsorption am Papier bei der papierchromatographischen 
Entwicklung notwendig. Hierzu wurden etwa 5 mg DNP-Aminosaure mit 10 ccm 
20-proz. Salzsiure unter Riickflu8 8 Stdn. gekocht (N,-Atmosphire ). Die salz- 
saure Lésung wurde entspr. der bei der Untersuchung der Hydrolysate der DNP- 
Proteine angewandten Arbeitsweise aufgearbeitet und die DNP-Aminosaure bei- 
stimmt. Aus der erfaBten und eingesetzten Substanzmenge ergibt sich der 
Korrekturwert. 

Hatte die qualitative Untersuchung die Uneinheitlichkeit einer der Zonen 
ergeben, so wurde das Zoneneluat nach der photometrischen Messung im Vakuum 
eingedampft, der Riickstand mit wenig Eisessig oder Athanol auf eine schmale 
Startzone iibertragen, zur Entwicklung in einem der beiden anderen Entwickler- 
systeme. Die hierbei auftretenden Zonen wurden in gleicher Weise elaiert und zur 
Bestimmung des Verhialtnisses dieser Substanzen zueinander photometriert 
(2—5 cem). Aus diesem Verhaltnis der vorher bestimmten Summe und durch 
Einbeziehung der entsprechenden Korrekturwerte ergaben sich die Einzelanteile. 
Die Genauigkeit der Methode betragt -+-5%. 


Ausgangssubstanzen Kollagen und Gelatine 


Die zu untersuchenden Kollagene wurden aus Hornschlaiuchen*® durch 
Macerieren und Aschern gewonnen. Die Gelatinen stellten wir aus dem geischerten 
Kollagen her. 

Macerisiertes Kollagen (Ossein): 3kg Hornschrot wurden bei 3° C 
mit 5-proz. Salzsiure abgedeckt und die Macerationsbriihe jeweils bei nachlassender 
CO,-Entwicklung durch neue Salzsiure ersetzt. Nach 3 Tagen wurden die durch- 
macerierten Stiicke aussortiert und der Rest unter Wiederholung des Aussortierens 
nach jedem 2. Tag weiter mit Salzsiure behandelt. Das entkalkte Produkt wurde 
24 Stdn. in flieSendem Wasser gewaschen, mit Aceton entwassert und entfettet 
und bei 40°i. V. getrocknet. Ausb. 1000 g Ossein. 

Geaschertes Kollagen: 400 g Ossein wurden bei 3° mit Kalkmilch (¢ 1,015) 
40 Tage unter taglichem Durchschiitteln abgedeckt. Nach den ersten 20 Tagen 
wurde die Kalkmilch erneuert. Das mit Wasser abgespritzte Kollagen wurde bei 
3° 12 Stdn. mit n/10-Salzsiure behandelt, 40 Stdn. mit flieBendem Wasser ge- 
waschen, mit Aceton entwassert und bei 40°i. V. getrocknet. Ausb. 391 g. 

Die Macerations- und Ascherbriihen wurden auf Gesamtstickstoff, Amino- 
stickstoff nach S6rensen, Ammoniak sowie papierchromatographisch untersucht. 
Die zur Darstellung der Kollagene notwendigen Behandlungen wurden auch statt 
bei 3° bei 15—18° durchgefiihrt*?. 

Gelatine: 300 g geischertes Ossein wurden nach kalter Vorquellung tiber 
Nacht mit 1500 cem Wasser im Thermostaten 7 Stdn. unter langsamem Riihren 
bei 62° gehalten. Die filtrierte Lésung wurde im Eisschrank abgekiihlt, das Gel 
in Streifen geschnitten und bei 30° mit einem Féhn getrocknet. Die Gelatine wurde 
anschlieBend bei 40° i. V. getrocknet. Ausb. 44g. 

Von dem nicht umgewandelten Kollagen wurden in gleicher Weise weitere 
Abziige bei 70°, 72°, 80° und 100° hergestellt. 


30 Fiir die Uberlassung dieses Materials sowie verschiedener Gelatinen méchten 
wir auch an dieser Stelle der Firma Deutsche Gelatine-Fabriken, Goppingen, 
unseren besten Dank sagen. 

31 Vgl. Dissertation W. Kénigsdorf, Hamburg 1953. 
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Bei den auf N-endstiindige Aminosiuren untersuchten Gelatinen handelt 
es sich um den 62°-, 72°- und 100°-Abzug. 


Untersuchung auf mit Sauren schwer hydrolysierbare Peptid- 
bindungen 


5g Gelatine wurden mit 250 ccm 20-proz. Salzsiure 7 Stdn. in Stickstoff- 
Atmosphire unter Riickflu8 gekocht; das Hydrolysat wurde eingedampft und 


abgedampft. Die in 200 com Wasser aufgenommene Substanz wurde in Anteilen 
von 30—40cem Lésung elektrolytisch entsalzen. Die nach dem Eindampfen 
erhaltene Substanz wurde bei 45° i. V. getrocknet. 


Peptide wurden 500 mg Substanz in 1,86 ccm Wasser nach kontinuierlicher Auf- 
tragung auf 6 Chromatogrammbogen 130 Stdn. in Butanol/Eisessig entwickelt. 
Die Startzonen wurden ausgeschnitten und eluiert. Mit den Eindampfungsriick- 
stinden wurden zweidimensionale Chromatogramme in Phenol und Butanol/Eis- 
essig ausgefiihrt. Weiterhin wurden papierchromatographisch untersucht: Hydro- 
lysat im Bombenrohr (105°) mit 30-proz. Salzsiiure, alkalisches Hydrolysat durch 
Stehenlassen mit n/10-Natriumhydroxyd iiber Nacht bei Zimmertemperatur und 
anschlieBender elektrolytischer Entsalzung. Der Rest der eluierten Substanz 
wurde zur Herstellung eines weiteren Ausschneidec thromatogramms in Phenol 
entwickelt. 


b) Untersuchung nach der DNP-Methodik: 100 mg des Hydrolysates 
wurden zusammen mit 300, mg NaHCO, in 5 cem Wasser gelést und nach Zugabe 
von 300 mg DNFB in 7,5 cem Athanol 2 Stdn. geschiittelt. Der auf dem Wasser- 
bad eingedampfte Riicl -stand wurde mit 15 ccm Wasser verrieben. Das Filtrat 
wurde zur Entfernung des iiberschiissigen DNFB dreimal ausgeathert. Durch 
Ausathern nach Ansauern mit 2-n, Salzsiure wurden die DNP-Derivate abgetrennt, 
die nach Abdampfen des Athers zur Hydrolyse mit 30-proz. Salzsiure in ein Bomben- 
rohr iibergefiihrt wurden (12 Stdn., 105°). Das Hydrolysat wurde ausgeithert, 
eingedampft und der Riickstand papierchromatographisch auf Aminosauren 
untersucht. 


Untersuchung der freien Aminogruppen in Kollagen und Gelatine 


DNP-Kollagen: 1,50 g mechanisch zerfasertes pores und in 50 ccm 
Wasser vorgequollenes Koilagen wurden nach Zugabe von 2,5 g NaHCO, und 
einer Lésung von 5 g DNFB in 100 ccm Athanol 17 ‘Stdn. bei 20° geschiittelt. Die 
abgesaugten gelben Fasern wurden je 12 Stdn. mit 1-proz. Sasi und Wasser 
geschiittelt und je 3 Stdn. mit Athanol und Ather im Soxhlet extrahiert. Nach 
Trocknung i. V. bei 30°C wurden 1,516 g DNP-Kollagen erhalten. 

DNP-Gelatine: 5g Gelatine ounlan nach l-stdg. Vorquellen in 75 cem 
kaltem Wasser bei 40° gelést; nach Zugabe einer durch schwaches Erwairmen aus 
je 2g DNFB und NaHCO, in 350 ccm Wasser hergestellten Suspension wurde 
4 Stdn. geschiittelt (25°). Die Lésung wurde von iiberschiissigem DNFB et 
und unter starkem Rihren langsam mit 1000 ccm Aceton versetzt (nach 725 eem 
erste Triibung, nach 825 ccm Abscheidung in dicken Flocken). Nach 8-stdg. 
Stehenlassen wurde die klare iiberstehende Li jsung abdekantiert und der Nieder- 
schlag auf einer Glasfilternutsche von der restlichen Lésung abgesaugt. Der gummi- 
artige, nicht klebende Niederschlag wurde von Hand ausgepreBt und blieb nach 
Zerkleinerung tiber Nacht- unter Athanol, dem einige Tropfen 5-proz. Essigsiure 
zugesetzt waren, stehen. Das unter Ather schnell hart werdende Produkt wurde 
nach mehrmaliger Atherextraktion bei 35° C i. V. getrocknet und anschlieBend im 
Morser zerrieben. 


Ausbeuten: Gelatine 62°: 4,31 g, Gelatine 72°: 4,64 g, Gelatine 100°: 4,22 g. 
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der Riickstand zur Entfernung der Hauptmenge an Salzsiure dreimal mit Wasser 


a) Papierchromatographische Untersuchung: Zur Untersuchung auf 
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Hydrolyse der DNP-Proteine und Bestimmung der 
DNP-Aminosauren 


0,3 bis 0,4 g DNP-Kollagen bzw. DNP-Gelatine wurden mit 35 ccm 20-proz. 
Salzsiure 8 Stdn. unter Riickflu8 und Durchleiten von Stickstoff hydrolysiert. 
Das auf das Doppelte mit Wasser verdiinnte Hydrolysat wurde dreimal mit je 
40 ccm Ather extrahiert. Die vereinigten Atherausziige wurden einmal mit wenig 
2-n. Salzsiure ausgeschiittelt (Trocknung mit Calciumchlorid oder Natriumsulfat 
fiihrt zu Verlusten), und nach Abdampfen des Athers wurde der Riickstand in 
lcem Eisessig aufgenommen. Die waBrige Siurephase wurde auf dem Wasserbad 
zur Trockne eingedampft, das Abdampfen zweimal mit wenig Wasser wiederholt 
und der Riickstand durch schwaches Erwairmen in 5 ccm Eisessig gelést. 

Atherphase: 500yul des mit Eisessig aufgenommenen Atherextraktes 
wurden zur qualitativen Priifung auf DNP-Oxyprolin und DNP-Prolin sowie zur 
Identifizierung der iibrigen vorliegenden DNP-Aminosaiuren auf einem Uhrglas 
unter vermindertem Druck zur Trockne eingedampft, der Riickstand wurde mit 
70 «l konz. Ammoniak in ein Bombenrohr iiberfiihrt und nach 16-stdg. Ammonolyse 
bei 105° papierchromatographisch untersucht. Beide Iminosiuren waren nicht 
nachzuweisen. 

Nach Entwicklung von 3501 in Pyridin/Amylalkohol traten 6 Zonen auf 
(Rr-Werte: 0,44, 0,52, 0,62, 0,67, 0,74 und 0,89), von denen die beiden oberen 
sowie die unterste Zone auf Grund mitentwickelter Kontrollésungen DNP- 
Asparaginsaure, DNP-Glutaminsaéure und durch Zersetzung gebildetes Dinitro- 
anilin darstellten. Die Priifung auf Einheitlichkeit bzw. Bestimmung der im 
Gemisch vorliegenden DNP-Aminoséuren der drei anderen Zonen erfolgte in der 
oben beschriebenen Weise. 

WaBrige Phase: 1501 der Eisessiglésung wurden in Pyridin/Amylalkohol 
entwickelt. Neben der starken e-DNP-Lysin-Zone (Rr 0,59) traten zwei sehr 
schwache Zonen mit den Rr-Werten 0,35 und 0,49 auf, die nicht identifiziert 
werden konnten. Das Eluat der ¢-DNP-Lysin-Zone wurde auf 25 ccm (Eisessig) 
aufgefiillt und photometrisch (s. oben) bestimmt. 

Die Auswertung erfolgte unter Bezugnahme auf die nach dem Saureamid- 
stickstoff umgerechnete Kollagen- bzw. Gelatinemenge nach der Formel: 


; ‘ O-c-L- 
mMol Aminosaure/ 100 g absolut. Protein = : = ° » Wo 
Tah Ey 


c die sich aus der photometrischen Messung ergebende Konzentration in 
mMol/l, 

M = Molgew. der Aminosaure in mg, 

G Gesamtlisung in cem des in Eisessig aufgenommenen Riickstandes von 
Ather- bzw. Saurephase, 

L = Aufgefiilltes Eluat der zu bestimmenden Substanz in ccm, 


T= der von der Gesamtlésung zur papierchromatographischen Entwicklung 
aufgetragene Teil in ccm, 

E = Erfassungsgrad der DNP-Aminosiuren in % (z. B. e-DNP-Lysin: 90), 

Ew = Einwaage in g, umgerechnet in absol. Protein. 


Partialhydrolyse von DNP-Gelatine unter milden Bedingungen 


Ermittlung giinstiger Hydrolysenbedingungen: 1,9850g DNP- 
Gelatine (62°) wurden bei 40° C in 100 ccm n/10-Salzsiure gelést (MeBkolben) und 
bei dieser Temperatur gehalten. Nach bestimmten Zeiten (23, 48, 95 und 214 Stdn.) 
wurden jeweils 20 ccm der Lésung abpipettiert und mit einer Suspension, von 
0,57 g NaHCO, und 0,4g DNFB in 70 ccm Wasser 4 Stdn. geschiittelt. Uber- 
schiissiges DNFB wurde abfiltriert bzw. 6- bis 10-mal mit einer gréBeren Menge 
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Ather extrahiert. Die Zerstérung des Schaumes in dem dabei entstandenen stabilen 
3-phasigen System gelang durch Anlegen eines Teilvakuums. Die mittlere stark 
viskose, triibe Phase wurde zusammen mit der klaren, unteren Phase unter ver- 
mindertem Druck eingedampft und der Riickstand mit 50 cem 20-proz. Salzsaiure 
unter RiickfluB 8 Stdn. hydrolysiert. Aufarbeitung und Bestimmung der DNP- 
Aminosiuren erfolgte, wie bei DNP-Kollagen bzw. DNP-Gelatine beschrieben. 
Beim Lésen des Riickstandes der waBrigen Saurephase in Eisessig bleibt das durch 
Neutralisation der Salzsiure mit Natriumhydrogencarbonat gebildete Natrium- 
chlorid ungelést zuriick. 


Tab. 3. Die nach Hydrolyse von DNP-Gelatine mit n/10-Salzsiure bei 40° C 
auftretenden N-endstindigen Aminosiuren in mMol/100 g abs. Gelatine. 





























mMol DNP-Aminosiure/100 g nach einer Hydrolysenzeit von 
Oh 23h 48h 95h 215h | +2h/100° 

DNP-Asp . . 0,027 0,143 0,403 0,678 0,696 2,270 
DNP-Glu . . 0,094 0,452 0,630 0,831 1,032 2,525 
DNP-Gly . . 0,623 0,902 1,556 2,000 2,400 18,500 
DNP-Ala. . . 0,081 0,441 0,786 1,460 1,730 5,030 
DNP-Ser. . . 0,023 0,318 0,334 0,672 0,712 2,245 
DNP-Thr . . _ 0,133 0,187 0,334 0,825 2,307 
é-DNP-Lys. . 21 27 26 22 22 20 


Untersuchung der Hydrolysenprodukte: 1,6300g DNP-Gelatine 
wurden mit 100 ccm n/10-Salzsiure 70 Stdn. bei 40° abgebaut. Die Fraktionierung 
des Partialhydrolysates sowie die weiteren Untersuchungen der Fraktionen sind 
Abb. 3 zu entnehmen. 

Frakt. 1: 40 cem des Hydrolysates wurden dreimal ausgeathert; der Ather- 
extrakt wurde auf DNP-Aminosauren untersucht (1). Die waBrige Lésung 
wurde 21/, Stdn. im Schnelldialysator nach Brintzinger dialysiert. Dialysat 
(1+) und Dialysenlésung (etwa 127) (1;);..) wurden unter vermindertem Druck 
zur Trockne eingedampft. Der Dialysatriickstand wurde mit 50 ccm 20-proz. 
Salzsaure hydrolysiert und dieses Hydrolysat auf DNP-Aminosauren aufgearbeitet. 
Mit dem in 2 ccm Eisessig gelésten Riickstand der Dialysierlosung wurden folgende 
Untersuchungen durchgefiihrt: je 25,1] fiir zweidimensionale Papierchromato- 
graphie vor und nach Totalhydrolyse; Hydrolysat von 250 ul + 0,28 cem konz. 
Salzsiure + 1ccm 20-proz. Salzsiure auf DNP-Aminosiuren aufgearbeitet; 
300 «1 wurden fiir die Herstellung eines Ausschneidechromatogramms verwendet, 
Riickstaénde der Zoneneluate im Bombenrohr wurden mit und ohne vorherige 
Desaminierung hydrolysiert und papierchromatographisch auf Aminosiuren 
mtersucht. 

Frakt. 2: 40 ccm wurden mit einer Lésung von 1,14 g NaHCO, und 0,8 g 
DNFB in 150 com Wasser 4 Stdn. geschiittelt. Nach Ausithern des iiberschiissigen 
DNFB wurde mit 2-n.-Salzsiure angesiuert und mit insgesamt 800 ccm Ather 
5-mal ausgeschiittelt (24). Der Eindampfungsriickstand der Atherphase wurde 
in 1 ccm Eisessig gelést und auf DNP-Derivate mit und ohne Hydrolyse sowie auf 
Aminosauren nach Hydrolyse untersucht. 

Die bei der Gewinnung der Atherfraktion anfallenden zwei unteren Phasen 
(2w u. 2y) wurden getrennt unter vermindertem Druck eingedampft, die Riick- 
stande mit je 50 ccm 20-proz. Salzsiure hydrolysiert und auf DNP-Aminosauren 
untersucht. 

Frakt. 3: Die restlichen 20 cem des Partialhydrolysates wurden mit einer 
Lésung von 0,57 g NaHCO, und 0,4 g DNFB in 70 cem Wasser 4 Stdn. geschiittelt 
und die Lésung (2-phasig) unter vermindertem Druck eingedampft. Der Riick- 
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stand wurde in 20 ccm konz. Salzsiure aufgenommen, davon wurden 5 ccm zur 
Hydrolyse im Bombenrohr, Ammonolyse des Atherextraktes und papierchromato- 
graphischen Priifung auf Prolin und Oxyprolin abgezweigt, die restlichen 15 cem 
wurden nach Zugabe von 13,5 ccm Wasser unter Riickflu8 hydrolysiert und in 
normaler Weise quantitativ auf DNP-Aminosauren untersucht. 


Zusammenfassung 


Es wurden Untersuchungen an Kollagen und Gelatine durchgefiihrt 
mit dem Ziel, reproduzierbare Ansatzpunkte fiir eine Bausteinfolge- 
analyse zu finden. 

1. Gegen Siurehydrolyse im besonderen MaBe auswihlend wider- 
standsfihige Peptidbindungen lassen sich nicht in dem Ausmafe fest- 
stellen, da®B darauf eine Bausteinfolge-Analyse aufgebaut werden 
kénnte. 

2. Die amino-endstaindigen Aminosiuren von siéure- und alkali- 
vorbehandeltem Kollagen und von bei verschiedenen Temperaturen 
hergestellten Gelatinen wurden qualitativ und quantitativ bestimmt. 

3. Der Partialabbau von DNP-Gelatine unter sehr milden Be- 
dingungen (40°C, n/10-Salzsiure) ergibt, da es sich hierbei um die 
Fortsetzung einer bei der Vorbehandlung von Kollagen und der thermi- 
schen Einwirkung auf Gelatine bereits in geringem Umfang eintretenden 
Hydrolyse bestimmter Peptidbindungen handelt, an denen die Amino- 
gruppen von Glykokoll, Alanin, Glutaminsiure, Asparaginsaiure, Serin 
und Threonin teilnehmen. Offenbar laiuft dieser Abbau nur bis zu einer 
bestimmten, verhiltnismaBig iibersichtlichen Abbaustufe. Abbau- 
produkte bis zur GréBe dialysabler Peptide vom Aminoende her konnten 
nicht nachgewiesen werden. Eine geringe Anzahl kleiner Peptide 
entsteht durch Abbau vom Carboxylende her oder mitten aus den 
Peptidketten heraus. Der Hauptabbau erfolgt an —CO—NH-Bindungen 
innerhalb der Ketten. 

4. Das Verhalten der ¢-Aminogruppen der Lysinreste wurde in 
quantitativer Hinsicht ermittelt und die dabei beobachteten Sonder- 
heiten zu deuten versucht. 
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Untersuchungen iiber den cinflub von Sulfhydrylreagenzien 
auf die Acetylcholinesterase 


Von 
Fritz Markwardt 


Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Greifswald 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. August 1953) 


Herrn Prof. Dr. K. Thomas zum 70. Geburtstag gewidmet 


Die Acetylcholinesterase (AChE) aus dem elektrischen Organ von 
Torpedo vulgaris kann durch Stoffe, welche mit der Sulfhydrylgruppe 
reagieren, in ihrer Aktivitaét gehemmt werden!. Die Cholinesterasen 
werden seit diesem Befund von mehreren Autoren zu den SH-Fermenten 
gerechnet, die in der SH-Form aktiv und in der SS-Form inaktiv sind. 
Auf Grund dieser Vorstellung wird in einigen Arbeiten auf einen durch 
Oxydation und Reduktion gesteuerten Abbau des Acetylcholins (ACh) 
geschlossen*. Daraus werden zum Teil weitgehende SchluBfolgerungen 
beziiglich der Erklarung bestimmter cholinergischer Effekte gezogen®. 

Bei Untersuchungen tiber die Abhingigkeit der Aktivitét der AChE 
vom Redoxpotential stieBen wir jedoch auf Befunde, die mit der An- 
nahme, da8 die AChE ein SH-Ferment sei, nicht in Einklang zu bringen 
sind. Es geht auch schon aus friiheren Untersuchungen hervor, daB 
durch Reduktionsmittel wie Cystein® °, Glutathion®, BAL’ und 
Ascorbinsaure® eher hemmende als aktivierende Effekte erzielt werden, 
und daB durch Stoffe wie Cystin* *, Chinon? sowie auch bei héheren 
Sauerstoffdrucken™ keine Inaktivierung der Cholinesterasen erreicht 
werden kann, wie es bei anderen SH-Fermenten der Fall ist. Immerhin 
ware es denkbar, daB die SH-Gruppen der Cholinesterasen in einer 
besonders geschiitzten, reaktionstrigen Form vorliegen, oder daB durch 
die in ungereinigten Fermentpriparaten anwesenden Proteine eine 
Schutzwirkung ausgetibt wird, so da die SH-Gruppe des Fermentes 
von den angewandten Agenzien nicht erreicht werden kann. In An- 
betracht der Wichtigkeit dieser Frage haben wir an der gereinigten 
AChE aus menschlichen Erythrocyten zu kliren versucht, ob die 
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Aktivitat des Fermentes an das Vorhandensein freier SH-Gruppen in 
seinem Molekiil gebunden ist. 

Mit Hilfe der heute bekannten spezifischen SH-Reagenzien fiir 
Protein-SH-Gruppen?? ist der Nachweis einer fiir die Fermentaktivitat 
wichtigen SH-Gruppe mit gréBerer Sicherheit méglich als es bisher der 
Fall war. Zur Inaktivierung der SH-Gruppen verwandten wir zunachst 
o-Jodosobenzoat und Ferricyanid als Oxydationsmittel, Monojodacetat 
zur Alkylierung und p-Chloromercuribenzoat zur Mercaptidbildung, 
wobei zu erwarten war, da8 sowohl ,,frei reagierende“ (freely reacting) 
als auch ,,trige“ (sluggish) SH-Gruppen erfaBt wiirden. Diese Reagenzien 
hatten jedoch bis zu einer Konzentration von 1-10-?-m. und 1—2-stdg. 
Einwirkungszeit keinen erkennbaren inaktivierenden Einflu8 auf die 
AChE, wodurch weitgehend unwahrscheinlich wird, daB die Aktivitat 
des Fermentes wesentlich von SH-Gruppen abhangig ist (Tab. 1). 

In Widerspruch hierzu standen anfangs die Ergebnisse, die wir mit 
Natriumarsenit als Hemmstoff erhielten, von dem man seit den Arbeiten 
Voegtlins™ wei8, da8 es mit den SH-Gruppen der Proteine eine 


Tab. 1. Der Einflu8 von SH-Reagenzien und 3-wertigen Arsenverbindungen auf 
die Aktivitat der AChE, bestimmt nach der manometrischen Methode von Ammon. 








molare Einwirkungs- | Hemmun 
Hemmstoft Konzentration | zeit in Min. in % “ 
I. Oxydationsmittel 
a) K-Ferricyanid. .... . 1-107? 60 0 
b) o-Jodosobenzoat. ... . 1-10-? 20 0 
o-Jodosobenzoat. ... . 1-10-? 60 3 
II. Alkylierungsmittel 
a) Monojodacetat. ..... 1-10-? 20 2 
Monojodacetat. .... . 1-10? 120 6 
Il]. Mercaptidbildner 
a) p-Chloromercuribenzoat. . 1-10-? 60 0 
p-Chloromercuribenzoat. . 1-10-2 120 0 
b) Na-Selenit ....... 1:10-2 60 0 
Na-Selenit ....... 1-10-2 120 0 
c) Wa-Telunmt 2... 6 6 es 1-10-2 60 0 
Ne@-Weuert «=~... « s. 1-10-2 120 5 
IV. 3-wertige Arsenverbindungen 
a) Na-arsonit . . . ss 5 1-10-? 20 98 
INAPRWSCMIG 6.5 2 ee 1-10-3 20 79 
Na-Arsenit ....... 3-10-4 20 35 
Nae-Arsenit . 2.2... 3°10-4 60 38 
BS | 310-4 120 37 
b) m-Amino-p-oxy-phenyl- 
arsenoxyd (Mapharsen) . 1-10-* 20 34 
m-Amino-p-oxy-phenyl- 
arsenexyd.. =. 2s. % . 110-4 120 30 











Ergebnis: I bis III hemmt nicht, IV hemmt. 
12 Lit. siehe bei E.S. G. Barron, Advances in Enzymol. 11, 201 [1951]. 


1 


18 ©, Voegtlin, H. A. Dyer u. C. 8. Leonard, Publ. Health Rep. 38, 1882 
[1923]. 
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Mercaptidbindung eingehen kann. Wir stellten in unseren Versuchen 
noch deutliche Hemmungen des Fermentes mit Arsenitkonzentrationen 
von 2-10-4-m. fest. Ahnliche Ergebnisse haben vor uns Thompson" 
mit einem ungereinigten Gehirncholinesterasepriparat und Massart 
und Dufait!® mit der Serumcholinesterase erhalten. Letztere be- 
nutzten allerdings Arsenit auf Grund seiner Eigenschaften als Metall- 
komplexbildner. Fernerhin haben Barron und Singer? sowie Gordon 
und Quastel?’ eine Inaktivierung der Cholinesterase mit organischen 
dreiwertigen Arsenikalien erreicht. 

Zur Klaérung dieser Widerspriiche haben wir eine eingehende Unter- 
suchung der Arsenithemmung unserer AChE angestellt. Wir fanden 
dabei: 

1. Durch Zusatz von Arsenit vollig vergiftete Fermentansitze 
lassen sich bereits durch 24-stdg. Dialyse gegen destilliertes Wasser 
oder durch dreimaliges ,,Waschen“‘ auf der Zentrifuge (s. Methodik) 
vollstiindig reaktivieren (Tab. 2). 


Tab. 2. Reversibilitat der Arsenithemmung durch Dialyse und Waschen. 














Aktivitét der AChE 
Na-Arsenit- 5 r = - r 
Konzentration. Vorher Nach Dialyse Nach Waschen 
A ore emm CO, |r. emm CO, |r, emm COs |r, 
Fermentansatz a — — a : “Tig 
30 Min. /O0 | 30 Min. 0 30 Min. us 
_— 128 _ 112 - 121 - 
1-10~8-m. 24 81 105 6 122 0 











Die durch Arsenit erzielte Fermenthemmung verschwindet durch Dialyse oder 
Waschen. 

Die gleichen Ergebnisse erhielten wir, wenn das Waschwasser durch Zusatz 
von 0,01-m. HCl auf py 6,0 eingestellt wurde, um die Dissoziation einer evtl. ent- 
standenen Mercaptidverbindung zuriick zu drangen. 


2. Bei Verwendung einer organischen dreiwertigen Arsenverbindung 
(m-Amino-p-oxy-phenyl-arsenoxyd, Mapharsen) sind, um eine gleich 
groBe Hemmung zu erreichen, wie sie durch Arsenit erfolgt, um zwei 
Zehnerpotenzen héhere molare Konzentrationen erforderlich, wahrend 
nach den Untersuchungen von Barron’ von den organischen drei- 
wertigen Arsenikalien eine stiirkere SH-Bindung zu erwarten ist (Tab. 1). 

3. Verwandten wir an Stelle von Natriumarsenit die analogen 
Verbindungen der Metalloide Selen und Tellur (Natriumselenit und 
Natriumtellurit), welche gleichfalls Mercaptidbildner sind}, so blieb 

4 R.H.S. Thompson, Biochem. Soc. Symposia 1—8, 28 [1948/49]. 

15 L. Massart u. R. Dufait, Enzymologica 6, 282 [1939]. 

E. 8. G. Barron u. T. P. Singer, Science [New York] 97, 358 [1943]. 
” J. J.Gordon u. J. H. Quastel, Biochem. J. 42, 337 [1948]. 

18 K.S.G. Barron u. T. P. Singer, J. biol. Chemistry 157, 221 [1945]. 
19 T. Bersin, diese Z. 222, 177 [1935]. 
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die Hemmung der ACh-Spaltung selbst bei Verwendung von Konzen- 
trationen in der GréBe 1-10-?-m. aus (Tab. 1). 

Nach diesen Ergebnissen hat es den Anschein, als ob die Hemmung 
der AChE durch Natriumarsenit nicht auf dem Wege der Mercaptid- 
bildung mit einer fiir die Fermentaktivitét wichtigen SH-Gruppe 
zustandekommt, sondern als ob das Arsenit einen anderen Angriffs- 
punkt hat. Wir haben versucht, uns tiber diesen Angriffspunkt Klarheit 
zu verschaffen. 

Bei gleicher Arsenit- und verschiedener Substratkonzentration 
wird die Spaltung des ACh um so mehr gehemmt, je kleiner die zu- 
gesetzten ACh-Mengen sind (Tab. 3). Es handelt sich demnach um eine 
kompetitive Hemmung, womit wahrscheinlich gemacht wird, dab 
Arsenit und ACh an der gleichen aktiven Gruppe des Fermentes an- 
greifen. 


Tab. 3. Abhangigkeit der Hemmung von der Substratkonzentration. 














Im Hauptraum der Nicolai-Trége Fermentaktivitat 
Acetylcholin | Natriumarsenit | cmm CO,/60 Min. | Hemmung% 
1-10-?-m. _ 240 _ 
1-10-?-m. 5:10-4-m. 160 39 
5:10-3-m. 320 _ 
5:10-3-m. 5:10-4-m. 105 67 








Wir haben in diese Versuche auch die Cholinesterase des menschlichen Serums 
einbezogen und sie in gleicher Weise wie die AChE der Erythrocyten untersucht. 
Sie verhalt sich gegen die untersuchten Reagenzien gleichartig. Zum Nachweis 
der kompetitiven Hemmung durch Arsenit haben wir auferdem eine Analyse 
dieser Erscheinung nach der Lineweaver-Burk-Methode*® vorgenommen, 
welche unsere Vermutung bestitigte (Abb. 1). 
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Abb. 1: I = 5-10-4-m. Na-Arsenit; II = ohne Na-Arsenit; V = Fermentaktivitat in 
emm CO,/30 Min.; S = molare Substratkonzentration. 


20 H. Lineweaver u. D. Burk, J. Amer. chem. Soc. 56, 658 [1934]. 
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EKinen weiteren Beweis fiir den Angriffspunkt des Arsenits an der 


aktiven Gruppe des Fermentes lieferten Versuche mit Hemmstoffen 
aus der Reihe der Alkylphosphate (Diathylfluorophosphat DFP, Tetra- 
athylpyrophosphat TEPP, Diithyl-p-nitrophenylphosphat Mintacol)*, 
von denen man wei, daB sie eine Phosphorylierung des_,,aktiven 
Zentrums“ der Cholinesterasen verursachen*!. Mit Arsenit gehemmte 
und danach mit Alkylphosphaten behandelte Fermentlosungen erreichter 
nach dem ,,Waschen‘‘ des Fermentes bis zu 80°, ihrer anfanglichen 
Aktivitét. Daraus ist zu schlieBen, da das aktive Zentrum wahrend 
der Bindung des Arsenits vor der Phosphorylierung geschitzt ist. Damit 
stimmt iiberein, daB Fermentlésungen ohne vorherigen Arsenitzusatz 
durch DFP, TEPP und Mintacol vollstaéndig gehemmt werden und 
durch nachtrigliches Waschen in der von uns gehandhabten Weise 
nicht mehr zu enthemmen sind (sondern erst nach tagelanger Dialyse?!"). 


Tab. 4. Schutz der AChE durch Arsenit gegen Alkylphosphate. 
Die Phosphate werden 15 Min. nach dem Arsenitzusatz hinzugeftigt. Nach 30 Min. 
langem Einwirken der Phosphate werden die Fermentansiitze 2-mal mit 5 cem 
Arsenit-Lésung (4°10-3-m.) und dann 3-mal mit dest. Wasser gewaschen (wie unter 
Methodik beschrieben). 
DFP Diathylfluorophosphat 
- Mi = Diathyl-p-nitrophenylphosphat (Mintacol) 
TEPP = Tetraathylpyrophosphat 














Fermentaktivitat 
Na-Arsenit 7 Fee r oe 
pat se +l icitlin ian Vor dem Waschen Nach dem Waschen 
im Alkylphosphat —|emm CO, H emm COg| Fy 
Fermentansatz en Tae in ——e 
60 Min. | ™ “© | 60 Min. m/o 
-- - 189 — 184 — 
4°10-3-m. -— 10 95 186 0 
- 1:10-5-m. DFP 5 98 ll 95 
4-10~-3-m. 1-10-5-m. DFP 4 98 151 19 
a 1-10-5-m. Mi. 12 96 24 89 
4:10-3-m. 1-10-5-m. Mi. 6 98 150 20 
_ 1:10-5-m, TEPP 8 97 9 96 
4:10-3-m, 1:10--m. TEPP 8 97 112 40 

















In Anbetracht der verhaltnismiS8ig gro$en Zahl von Substraten, die von 
der AChE gespalten werden, sowie der Vielgestaltigkeit und Vielzahl von Stoffen, 
die die Aktivitaét des Fermentes beeinflussen®’, ist der indirekte Nachweis von 
Atomgruppen in der aktiven Oberfliche des Proteins durch Hemmungsversuche 


* Herrn Professor Wirth, Elberfeld, danken wir fiir die freundliche Uber- 
lassung dieser Stoffe. 

21D. Nachmansohn u. J. B. Wilson, Advances in Enzymol. 12, 259 
[1951]. 

218 T, B. Wilson u. Mitarb., J. biol. Chemistry 185, 479 [1950]; 186, 781 
[1950]; 190, 111 [1951]. 
22 Zusammenfassende Literatur |. o.°. 
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besonders schwierig. Nur mit Hemmstoffen, die eine groBe Spezifitat fiir be- 
stimmte Gruppen aufweisen und in hoher Verdiinnung wirksam sind, lassen sich 
mit geniigender Sicherheit hiertiber Aussagen machen. Mit Ausnahme der drei- 
wertigen Arsenikalien sind von den bisher zum Nachweis der SH-Natur des ACh- 
spaltenden Fermentes benutzten Reagenzien nur Kupfer und Jod noch in geringer 
Konzentration wirksam!. Diese reagieren jedoch auch mit anderen Gruppen der 
Proteine®*,*4, Wie leicht aus Aktivitiitshemmungen, welche durch diese Stoffe 
hervorgerufen werden, Fehlschliisse auf die SH-Natur eines Fermentes gezogen 
werden kénnen, zeigen z. BR. die Inaktivierungsversuche von Meyer und Mit- 
arbeitern™ mit Jod u.a. an dem Ferment Lysozym, das, wie die Analyse des 
kristallinen Fermentes jetzt gezeigt hat**, keine SH-Gruppen enthilt. 

Unsere Versuche machen es — wie aus dem Voranstehenden hervorgeht — 
unwahrscheinlich, daB die Hemmung der AChE durch dreiwertige Arsenikalien 
auf dem Wege einer Mercaptidbildung mit SH-Gruppen des Fermentes zustande 
kommt. Es mu8 vielmehr angenommen werden, daB die Hemmung auf einer 
Verdringung des Substrats von den fiir die Substratbindung entscheidenden 
Gruppen des Fermentes beruht. Eine Erklarung der Affinitaét der dreiwertigen 
Arsenverbindungen zur AChE findet sich vielleicht in ihrer chemischen Verwandt- 
schaft zu den dreiwertigen Stickstoffverbindungen. Bestimmte tertiire Amine 
hemmen namlich die Cholinesterase ebenfalls kompetitiv**. In diesen Zusammen- 
hangen ist fiir die Erklirung des Vorganges auch wichtig, daB der Stickstoff im 
ACh durch Arsen ersetzt werden kann, und daB das entstandene Acetyl-arseno- 
cholin in gleicher Weise wie ACh von der AChE als Substrat benutzt und gespalten 
wird??, 

Methodik 


Herstellung des Fermentpraiparates: Gereinigte AChE wurde durch 
Adsorption an Kieselgur?*»?® aus menschlichen Erythrocyten hergestellt. 

Frisches, gesunden Spendern entnommenes Blut wird durch Schiitteln mit 
Glasperlen defibriniert und mit 0,9-proz. Kochsalzlésung gewaschen. 200 ccm 
scharf zusammenzentrifugiertes Sediment werden mit 600 ccm dest. Wasser 
hamolysiert und mit 0,l-m. HCl auf py 6,5 eingestellt (Glaselektrode). Die aus- 
gefallten Stromata werden abzentrifugiert, dreimal mit dest. Wasser gewaschen 
und in 100 cem Wasser suspendiert. Die Suspension wird unter Umriihren mit 
0,1-m. NaOH auf py 8 eingestellt und 15 g Kieselgur (mit Saure gereinigt) hinzu- 
gefiigt. Sodann wird mit 0,1-m. HCl allmahlich auf pg 6,3 eingestellt, abfiltriert 
und mit dest. Wasser nachgewaschen. Aus dem Riickstand wird das Ferment 
durch Ausschiitteln mit 0,2-proz. Natriumbicarbonat-Lésung eluiert und durch 
kurzes Zentrifugieren (10 Min. bei 1000 U/Min.) vom grob dispersen Kieselgur 
befreit. Das Eluat enthalt das Ferment in feiner Dispersion. Es wird durch 30 Min. 
langes Zentrifugieren bei 6000 U/Min. niedergeschlagen, die klare iiberstehende 
Fliissigkeit verworfen und der Riickstand in 20 ccm 0,2-proz. Natriumbicarbonat- 
Lésung wieder aufgenommen. Die triibe, fast farblose Lésung ist bei Aufbewahrung 
bei 0° C unter Zusatz von 2 Tropfen Chloroform etwa 6 Wochen haltbar. 

Durch nochmaliges Abzentrifugieren bei hoher Tourenzahl (60 Min. bei 
6000 U/Min.) kann dann das Ferment prazipitiert und nach dem Trocknen im 








23 B. Swedin u. H. Theorell, Nature [London] 148, 71 [1940]. 

“4 W.L. Hughes u. R.Straessle, J. Amer. chem. Soc. 72, 452 [1950]. 

* K.Meyer, R.Thompson, J.W. Palmer u. D.Khorazo, J. biol. 
Chemistry 118, 301 [1936]. 

26 C. Fromageot u. M. Privat de Garilhe, Biocheni. biophysica Acta 4, 
509 [1950]. 

27, M.H. Roepke u. A.deM. Welch, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 56, 
319 [1936]. 

28 B. Mendel u. H. Studney, Biochem. J. 87, 283 [1947]. 

29 L. A. Mounter u. V. P. Whittaker, Biochem. J. 47, 525 [1950]. 
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Vakuum-Exsiccator als Trockensubstanz aufbewahrt werden. Zum Gebrauch 
wird es in 0,2-proz. Natriumbicarbonat-Lésung suspendiert. 


Aktivitatsbestimmung: Die Bestimmung der Aktivitaét des Fermentes 
wurde nach der manometrischen Methode von Ammon* in der Barcroft-Apparatur 
(Warburgsche Modifikation) durchgefiihrt. Der Hauptraum der Nicolai-Trige*! 
enthielt 1,5 ccm 0,01l-m. ACh-HCl, der Anhang des Troges insgesamt 0,5 ccm 
der Ferment- und Hemmstofflésung zu gleichen Teilen. Alle Substanzen werden 
in Bicarbonat-Kohlensdure-Puffer (pq 7,4) von der Zusammensetzung 0,15-m. 
Natriumchlorid + 0,025-m. Natriumbicarbonat, mit Kohlensaure gesattigt, gelost. 
Gasraum: 95% Stickstoff und 5%, Kohlendioxyd. Versuchstemperatur 30, B°C. 
Die Fermentaktivitat wird durch die in der Zeiteinheit gebildeten cmm Kohlen. 
dioxyd (nach Abzug der Eigenhydrolyse) wiedergegeben. 


Dialyse: Die Fermentansitze (2 ccm) werden in Cellophan-Hiilsen 
(Kalle & Co., Wiesbaden) gefiillt und 24 Stdn. gegen dest. Wasser bei 8—10° © 
dialysiert. Danach wird mit Bicarbonatpuffer auf 4 ccm aufgefiillt und je 0,5 ccm 
werden zur Aktivitatsbestimmung benutzt. 


,»Waschen‘: Aus 2ccm Fermentansatz wird das Ferment durch Zentri- 
fugieren (30 Min. bei 6000 U/Min.) prazipitiert und das Uberstehende verworfen. 
Das Prazipitat wird in 5 ccm dest. Wasser resuspendiert und abermals abzentri- 
fugiert. Nach zweimaliger Wiederholung des Waschens wird in 4 com Bicarbonat- 
puffer resuspendiert. 


Zusammenfassung 


Die AChE der menschlichen Erythrocyten kann durch spezifische 
SH-Reagenzien nicht gehemmt werden, womit das Vorhandensein 
einer fiir die Fermentaktivitaét wichtigen SH-Gruppe unwahrscheinlich 
gemacht wird. 


Die Arsenithemmung des Fermentes ist durch Dialyse und Waschen 
leicht und vollig riickgingig zu machen. Sie kommt daher nicht auf 
dem Wege der Mercaptidbildung zustande. 

SubstratiiberschuB schiitzt vor der Arsenithemmung. Andererseits 
schiitzt Arsenit das Ferment vor der Inaktivierung durch Alkylphos- 
phate. Arsenit greift deshalb offenbar am ,,aktiven Zentrum‘ des 
Fermentes an, d.h. an den fiir die Substratbindung entscheidenden 
Gruppen des Fermentmolekiils. 


30 R. Ammon, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 233, 486 [1933] 
31 P. Rona u. H. W. Nicolai, Biochem. Z. 172, 82 [1926]. 
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Der ,,Plasmalogentest“ und der ,,Farbquotient der Acetalphosphatide“ 
im Blutserum 


Von 
R. Feulgen, W. Boguth, G. Seydl und G. Andresen 


Aus dem Physiolog.-Chemischen Institut, dem Veterinir-Physiologischen Institut und der Medizin. 
Klinik der Justus-Liebig-Hochschule GieBen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. August 1953) 
Zum 70. Geburtstag von Karl Thomas 


Der Plasmalogentest 


Versetzt man nach Feulgen und Imhiuser (F.I.)! Blutserum 
nach dem Ansiuern mittels verd. HCl und SO, mit fuchsin-schwefliger 
Siure (FSS), so wird durch die saure Reaktion im Ansatz das Plasmal 
vom Plasmalogen abgespalten, so daB eine Farbstoffsynthese erfolgt. 
Der klare Ansatz kann ohne weiteres kolorimetriert werden. Der so 
erhaltene Extinktionskoeffizient gibt indessen nicht den wahren Gehalt 
an Acetalphosphatiden wieder, da der Farbstoff nicht echt gelost, 
sondern in fein disperser Form vorliegt. Da der Farbstoff mit organischen 
Lésungsmitteln nicht ausgeschiittelt werden kann, haben zuerst Feulgen 
und Grinberg? und dann vor allem Feulgen, Boguth und An- 
dresen (F. B. A.)? die Serumlipoide zuvor mit Alkohol extrahiert 
und dann nach dem Abdampfen des Alkohols den Farbansatz mit den 
fein dispersen Lipoiden in waBrigem Milieu gemacht. Nach der Ent- 
wicklung der Farbe haben sie den Farbstoff in Amylalkohol aus- 
geschiittelt und in echter Lésung photometriert. 

Trotzdem sind wir neuerdings auf das alte Prinzip von F. I. zuriick- 
gekommen; denn die Methode liefert sehr charakteristische Werte. 
Sie ist zudem in der unten beschriebenen neuen Ausfiihrung auBer- 
ordentlich einfach: man braucht das Serum nur mit einigen Reagenzien 
zu vermischen und nach | Stde. zu kolorimetrieren. Da das Serum 
durch die zugesetzten Reagenzien auf das 9-fache (s. u.) verdiinnt wird, 
so multiplizieren wir den Extinktionskoeffizienten mit 9 und nennen 
diesen Wert ,,Plasmalogentest“. 

Ein groBer Nachteil der alten Methode von F.I. war die lange 
Entwicklungsdauer des Farbstoffs (18 Stdn.). Infolgedessen machte 
sich die abbauende Komponente der Entwicklungskurve des Farbstoffs 
stark bemerkbar. Der Verlauf der Entwicklungskurve des Farbstoffs 
ist abhingig vom pg des Ansatzes. Bei stirker saurer Reaktion (iber- 
schiissige HCl) erfolgt die Abspaltung des Plasmals schneller und die 
Farbstoffkurve steigt steiler an. Sie fallt aber bald wieder stark ab 
wegen der abbauenden Wirkung der Siure. Die Kurve hat also ver- 


1R. Feulgen u. K.Imhauser, Biochem. Z. 181, 30 [1927]. 

2 R. Feulgen u. H. Griinberg, diese Z. 257, 161 [1939]. 

3 R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951]; 
dieselben, diese Z., 298, 79 [1953]. 
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haltnismaBig steile Boschungen. Bei geringerer Aciditaét des Ansatzes 
steigt die Kurve langsamer an und fallt langsamer wieder ab. Auf 
jeden Fall ist der am Scheitelpunkt der Kurve abgelesene Wert die 
Resultante aus einer aufbauenden und einer abbauenden Phase; er liegt 
daher auf alle Falle zu niedrig und ist unsicher. Hier konnte ein grund- 
legender Wandel geschaffen werden durch die katalytische Spaltung der 
Acetalphosphatide auch im Serum nach Feulgen und Voit* mit 
HgCl,, was F. I. wegen des massiven EiweiBniederschlages nicht gewagt 
hatten. Dieser Niederschlag lost sich nimlich in Harnstoff. Versetzt 
man das Serum mit Harnstoff und dann mit HgCl,, so tritt iberhaupt 
kein Niederschlag auf, und die peptisierende Wirkung des Harnstoffs 
ist so groB, daB der Ansatz vollig klar erscheint. Durch das HgCl, 
werden die Acetalphosphatide fast augenblicklich gespalten, so daB die 
Farbstoffsynthese schon nach 30 Min. zu Ende ist. 

Die Abbildung zeigt die Entwicklungskurven des Farbstoffs beim 
Serum verschiedener Tiere; sie zeigt den steilen Anstieg der Farbstoff- 
entwicklung, die schon nach 30—40 Min. ihren Hoéhepunkt erreicht. 
Sie zeigt vor allen Dingen das Konstantbleiben und damit die Stabilitit 
des Farbstoffs, so daB wir bei einem Ablesungstermin von 1 Stde. eine 
gentigende Toleranz haben. Die Farbstoffentwicklungskurven wurden 
in der Abbildung bis zu 3 Stdn. wiedergegeben. Im weiteren Verlaufe 
sinkt die Kurve langsam ab, aber nicht deswegen, weil der Farbstoff 
instabil ware, sondern weil beim Stehenlassen iiber viele Stunden eine 
Opaleszenz durch kolloidales Kalome! eintritt, die in der farbstofffreien 
Kompensierlésung regelmabig stirker ist als in der fuchsinhaltigen 
Versuchslésung. Dadurch nimmt die Durchliassigkeit der Kompensier- 
losung, die auf der einen Seite des Pulfrich-Photometers steht, ab, 
und man braucht, um Gleichheit im Gesichtsfeld zu erreichen, die im 
Strahlengang der Kompensierlésung sitzende MeBblende weniger zu 
schlieBen. Die Extinktion wird also scheinbar geringer. Bis zu 3 Stdn. 
ist von einer kolloidalen Kalomelabscheidung noch nichts zu beobachten 
und die Extinktion nach 1 Stde. ist einwandfrei und gesichert. 

Die Abb. zeigt vor allem die auBerordentlich groBen Unterschiede 
in dem Plasmalogentest der verschiedenen Saugetiere, die in einem 
Bereich von 1 : 10 schwanken kénnen. Diese Werte sind fiir eine Tierart 
charakteristisch und sozusagen eine physiologische Konstante. Nie 
findet man beim Hammel und beim Schwein die hohen Werte einer 
Kuh und umgekehrt. Wir glauben daher, daf man mit dieser einfachen 
Methode noch wichtige physiologische Erkenntnisse erzielen kann. Ein 
Blick auf die Tabelle beispielsweise zeigt, da beim Rinde der Plasma- 
logentest abhangig ist vom Alter des Tieres. Ein neugeborenes Kalb 
hat einen Wert von etwa 0,5, ein Kalb im schlachtreifen Alter 0,8—0,9, 
und eine ausgewachsene Kuh tiber 2. Das ist mehr als das Vierfache 
des neugeborenen Kalbes. 








4 R. Feulgen u. K. Voit, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 206, 
389 [1924]. 
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Die Streuung der Werte des Plasmalogentests ist bemerkenswert 
gering. Zu ihrer Untersuchung wurden von ein und demselben Serum 
20 Ansaitze gemacht und folgende Werte erhalten (bei 50 mm Schicht- 
dicke): 


0,52 0,50 0,51 0,50 
0,55 0,50 0,51 0,50 
0,52 0,51 0,51 0,51 
0,51 0,48 0,51 0,51 
0,52 0,50 0,51 0,50 


Daraus ergibt sich ein Mittel von 0,51 und eine Streuung von 
+ 0,013, das sind + 2,5% des Mittelwertes. 


Ausfiihrung der Bestimmung 
A. Erforderliche Reagenzien 


1. Herstellung der FSS aus Parafuchsin; siehe F. B. A.® 

2. SO,-haltiges Wasser; siche F. B. A.* 

3. 1-proz. HgCl,-Lésung. 

4. Eine waBrige Harnstoff-Lésung, die 20g Harnstoff in 100 com Lésung 
enthalt. Harnstofflésungen zersetzen sich bei lingerem Stehen unter Bildung 
von Ammoniumcarbonat, wodurch beim Zusammenbringen mit FSS diese sich 
unter Rotfairbung zersetzen kann. Zum mindesten wird das py im Reaktions- 
gemisch dabei-in unkontrollierbarer Weise beeinflu8t. Aus diesem Grunde setzen 
wir zu je 100 cem Harnstofflésung 1 ccm einer Liésung von 0,1% m-Nitrophenol 
hinzu. Dieser Indikator hat ein Umschlagsintervall von 6,8—8,2. Bei fortschreiten- 
der Alkalisierung farbt sich also die Lésung gelb und man kann sofort erkennen, 
ob das Reagens unbrauchbar geworden ist. In diesem Fall versetzt man die Lésung 
tropfenweise mit etwa n-HCl bis die gelbe Farbe verschwunden ist. 


B. Herstellung des Farbansatzes 


I. Makro-Methode: Die Bestimmung wurde als Makro-Methode (mit 
1 cem Serum) und Mikro-Methode (mit 0,2 com Serum) ausgearbeitet, wobei bei 
letzterer alles auf 1/; reduziert ist. AuBerdem kann man auf ein beliebiges Ma8 
kiirzen oder vergréBern, wenn nur die Verhaltnisse eingehalten werden. 

Ausfiihrung: In 50-ccm-Erlenmeyerkolben mit Gummistopfen gibt: man 
mit Vollpipetten: 2ccm 1-proz. HgCl,-Liésung, 2 ccm 20-proz. Harnstofflésung, 
4ccm FSS und endlich unter Umschiitteln 1 com Serum. 

Diese Reihenfolge muB8 eingehalten werden, damit immer geringe Mengen 
Serum auf viel FSS treffen zur Vermeidung jeder Pseudoreaktion. Trotzdem kann 
eine solche Pseudoreaktion spurenweise auftreten, die aber beim Durchmischen 
des Ansatzes in wenigen Sekunden wieder verschwindet. Man darf diese Pseudo- 
reaktion nicht mit dem sehr schnell entstehenden Farbstoff verwechseln. Der 
Ansatz wird mit Gummistopfen verschlossen und sofort sorgfaltig durchgemischt, 
wobei die Benetzung des Stopfens peinlich zu vermeiden ist. Die Kompensier- 
lésung wird in gleicher Weise angesetzt, nur da8 statt FSS SO,-haltiges Wasser 
genommen wird. Nach 1 Stde. wird kolorimetriert mit Filter S 53 und Gliihlampe. 
Die Menge reicht aus zur Fiillung einer B-Kiivette von 20 mm Schichtdicke des 
Stufenphotometers von Zeiss. Soll die Farblésung langere Zeit, z. B. zur Auf- 
stellung einer Entwicklungskurve des Farbstoffs, in der B-Kiivette stehenbleiben, 
so wird der abgeschliffene Rand der Kiivetten mit Vaseline eingefettet und mit 
der passenden Glasplatte verschlossen, denn jedes Entweichen von SO, ist zu 
vermeiden. 
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II. Mikro-Methode: In eine MeBpipette von 2 ccm Inhalt, die mechanisch 
bedient werden mu8, entweder mit dem einfachen Ansauggerét von F. B. A? 
oder noch besser mit dem Mikro-Pipettiergerat von Boguth®, saugt man zunachst 
0,8 com FSS, sodann 0,4 com HgCl,-Lésung, 0,4 cem Harnstoff-Lésung und zum 
SchluB 0,2 ccm Serum. Dann la8t man das Ganze in ein Mikro-Reagenzglas ab 
und mischt dadurch, daB man die Fliissigkeit 3-mal in die Pipette hochsaugt und 
wieder ausdriickt. Der Ansatz bleibt 1 Stde. luftdicht verschlossen stehen und 
wird genau so wie bei der Makro-Methode photometriert. Auch hier ist jede Be- 
netzung des Stopfens peinlich zu vermeiden. Bei der Einfiillung in die Mikro- 
Kiivetten des Zeiss-Photometers von 50mm bilden sich leicht Luftblasen, die 
hartnackig an der Innenwand festhaften und den Strahlengang stéren. Wir emp- 
fehlen daher, zunachst in das verschlossene Réhrchen durch den Tubus nur einen 
Tropfen einzufiillen, mit diesem durch Kippen und Rollen des Réhrchens die 
Innenwand zu benetzen und dann erst voll zu fiillen. Die Berechnung ist dieselbe 
wie bei der Makro-Methode. 

Will man aus irgendeinem Grunde, z. B. zur Aufstellung einer ,,Entwicklungs- 
kurve des Farbstoffs‘‘ den Ansatz in der oben beschriebenen Mikro-Kiivette 
langere Zeit — tiber Stunden — beobachten, so macht der VerschluB des Tubus 
mit den beigegebenen Stopfen Schwierigkeiten. Die Farblésung steigt durch 
Kapillaritaét in den kapillaren Spalt zwischen Stopfen und Tubuswand und zersetzt 
sich an der Luft unter Rotfairbung (Pseudoreaktion), so daB nach langerer Zeit 
ein roter Ring von Fuchsin zwischen Tubus und Stopfen entsteht. Das frei ge- 
wordene Fuchsin diffundiert zuriick und erteilt dem Farbansatz eine zusitzliche 
Extinktion. Wir verschieBen daher den Tubus mit einem sehr kurzen Stiick eines 
iiber den Tubus gezogenen Gummischlauchs, dessen anderes Ende mit einem 
Stiickchen eines Glasstabes verschlossen ist. 


Der Farbquotient 


Auch mit der Bestimmungsmethode nach F. B. A. bilden wir den 
Farbwert auf 1 ccm Serum bezogen. Der Quotient aus dem Plasma- 
logentest und dem Farbwert der quantitativen Bestimmungsmethode 
ist ebenfalls ein charakteristischer Wert, den wir ,,Farbquotient“ 
nennen wollen. Hier gab es zwei Moglichkeiten: 

1. Der Farbquotient ist bei allen Tieren und Menschen und unter 
den verschiedenen physiologischen und pathologischen Verhaltnissen 
immer konstant, dann ware man imstande, zur quantitativen Be- 
stimmung der Acetalphosphatide auf die umstindlichere ,,Extraktions- 
methode‘‘ nach F. B. A. zu verzichten und statt dessen die Methode 
nach F.I. unter Benutzung eines geeigneten analytischen Faktors zu 
verwenden. Dieser Fall wiirde zwar laboratoriumstechnisch wegen der 
Einfachheit der Methode nach F. I. von groBer Bedeutung sein, physio- 
logisch aber kein besonderes Interesse haben. 

2. Der Quotient der Extinktionskoeffizienten ist nicht konstant, 
sondern bei verschiedenen Individien bzw. physiologisch-pathologischen 
Zustainden unterschiedlich. Dieser Fall, der von groBem Interesse ist, 
trifft zu. Wie aus der unten angegebenen Tabelle hervorgeht, haben die 
verschiedenen Tiere sehr unterschiedliche Farbquotienten, die in einem 
Bereich von 1:10 schwanken kénnen. Uber die Ursache dieser Ver- 
schiedenheit ist noch nichts bekannt, doch ist zu vermuten, daB dabei 








5 W. Boguth, diese Z. 285, 93 [1950]. 
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Beispiele fiir den Plasmalogentest und den Farbquotient der Acetalphosphatide 


im Serum des Menschen und verschiedener Tiere. 






































Plasmalogen- Farbwert |p arbquotient 
ky kp test d. quant. kr 
kr-9 Bestim. kn O'*" 
. kp-19,3 B 
Neugeborenes 
Kalb. . . 0,055 0,08 0,495 1,544 0,32 
Neugeborenes 
Kalb . 0,050 0,06 0,450 1,158 0,39 
| 0,085 0,09 0,765 1,737 0,44 
Kalb .. 0,10 0,11 0,900 2,123 0,42 
Kalb 0,09 0,09 0,810 1,737 0,47 
Kalb 0,073 0,10 0,657 1,930 0,34 
Kalb 0,053 0,069 0,477 1,332 0,36 
em 2G 0,186 0,17 1,674 3,280 0,51 
ae 0,235 0,195 2,115 3,763 0,56 
Bulle 0,180 0,181 1,620 3,494 0,46 
Ochse 0,126 0,141 1,134 2,721 0,42 
Rind 0,135 0,12 1,215 2,316 0,42 
Rind 0,213 0,18 1,91 3,475 0,55 
Schwein. . . 0,032 0,06 0,288 1,158 0,25 
Schwein. . 0,035 0,05 0,315 0,965 0,33 
Schwein. . . 0,01 0,055 0,09 1,062 0,085 
Schwein. . .* | 0,042 0,029 0,378 0,560 0,68 
Hammel. . . 0,045 0,025 0,405 0,483 0,84 
Hammel... 0,045 0,025 0,405 0,483 0,84 
Schaf... . 0,031 0,031 0,279 0,598 0,47 
Ui 0,032 0,031 0,288 0,598 0,49 
Pied... « 0,236 0,12 2,124 2,316 0,93 
Pferd .. 0,240 0,134 2,160 2,586 0,85 
Ziege 0,075 0,075 0,675 1,448 0,47 
Ziege . . . 0,075 0,07 0,675 1,351 0,50 
Ziege .... 0,045 0,07 0,405 1,351 0,30 
Hund.... 0,170 0,17 1,53 3,281 0,47 
Mensch .. . 0,110 0,18 0,990 3,474 0,29 
Mensch 0,118 0,14 1,062 2,702 0,39 
Mensch 0,130 0,14 1,170 2,702 0,43 
Mensch 0,145 0,12 1,305 2,316 0,56 
Mensch 0,095 0,095 0,855 1,834 0,47 
Mensch 0,120 0,10 1,080 1,930 0,56 
Mensch 0,160 0,12 1,440 2,316 0,62 
Mensch 0,130 0,135 1,170 2,605 0,45 
Mensch 0,115 0,113 1,035 2,181 0,47 
Mensch 0,155 0,09 1,395 1,737 0,80 
Mensch 0,188 0,144 1,692 2,780 0,61 
Mensch .. . 0,339 0,198 3,051 3,822 0,80 
NachtaffeQ. . 0,062 0,064 0,558 1,235 0,45 











der Dispersititsgrad des Farbstoffs im Ansatz des Plasmalogentests 
eine Rolle spielt. Ware beispielsweise der Farbstoff des Ansatzes im 
Plasmalogentest molekulardispers und hatte er in waBriger Lésung 
dieselben spektralen Eigenschaften wie in amylalkoholischer Lésung, 


so muBte der Farbquotient gleich 1 sein. Er ist aber meistens von 1 
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sehr weit entfernt und zudem bei verschiedenen Tieren sehr verschieden. 
Im ibrigen ist der Farbwert stets kleiner als 1; denn den Plasmalogen- 
test setzen wir in den Ziahler, den Farbwert der Bestimmungsmethode 
aber in den Nenner. Da beide Farbstoffmengen auf 1 ccm bezogen 
sind, so folgt daraus, daB die Farbkraft der echten (amylalkoholischen) 
Loésung stets gréBer ist, als die des kolloiddispersen Zustandes des 


Plasmalogentests. 

Zur Reduktion des Extinktionskoeffizienten der quantitativen Bestimmung 
nach F, B. A. auf 1 com Serum diene folgende Uberlegung: F. B. A. haben bei 
der Makro-Methode 1 ccm Serum mit 30 ccm Alkohol extrahiert und man be- 
kommt so ein Gesamtvolumen von 31 ccm; hiervon ist aber das Volumen des 
ausgefallten EiweiBes abzuziehen. Der EiweiSgehalt des Serums betragt rund 10%. 
Bei Einsatz von 1 ccm Serum miiBte also von den 31 ccm das Volumen eines 
EiweiBkoagulums von 0,1 g abgezogen werden. Wenn wir statt 0,1 g 0,1 ccm 
setzen, so begehen wir damit einen Fehler, der weit innerhalb der Fehlergrenze 
der Methode liegt. Von dem Gesamtvolumen nach der EiweiBfallung mit Alkohol 
(31,0—0,1) werden vom Filtrat aber nur 20 ccm fiir die Bestimmung gebraucht, 


a1 - Man muB den Extinktionskoeffizienten also mit dem reziproken 
wg 31,0—0,1 


Wert multiplizieren: k- a: 


Nun haben F. B. A. den urspriinglich von 1 ccm Serum gelieferten Farb- 
stoff aus dem waiBrigen Ansatz mittels 10 com Amylalkohol ausgeschiittelt, wodurch 
die Farbstoffkonzentration eine Verdiinnung auf das 10-fache erfaihrt. Wir miissen 
also den obigen Wert mit 10 multiplizieren um die Farbstarke des Amylalkohols 
auf 1 ccm zu reduzieren: eo . Endlich erfolgt nach der quanti- 
tativen Methode nach F. B. A. zur Verhinderung einer Wassertriibung eine Ver- 
diinnung des gefairbten Amylalkohols von 8 auf 10 ccm mit reinem wasserfreiem 
Amylalkohol, so da8 der Ausdruck mit 1°/, multipliziert werden muB: 

1. (31,0—0,1)-10-10 


20 me = k-19,3. 

Der Wert k-19,3 ist also der ,,Farbwert“‘ der quantitativen Bestimmungs- 
methode. Wir bilden jetzt den Quotient dieser beiden Ausdriicke und bezeichnen 
den Extinktionskoeffizienten des Plasmalogentest mit ky und den Extinktions- 
koeffizienten der quantitativen Bestimmungsmethode mit kp. Dann ist der 


also 








’ ky-9 ky 
wi be ees aay 
arbquotient Ea “hk 0,47 
Zusammenfassung 


Vermischt man Serum mit fuchsinschwefliger Saéure, so bildet sich 
eine ,,Plasmalreaktion“ aus. Die Spaltung des Plasmalogens kann durch 
HgCl, katalysiert werden, wenn man zum Ansatz Harnstoff zufiigt, 
der einen EiweiBniederschlag verhindert. Der Extinktionskoeffizient 
wird auf 1 ccm Serum bezogen und der Wert ,, Plasmalogentest‘‘ genannt. 
Der Plasmalogentest ist fiir die Séiugetiere eine charakteristische GroBe. 
Auch bei der Bestimmungsmethode der Acetalphosphatide wird der 
Farbwert auf 1 ccm Serum bezogen. Der Quotient aus dem Plasmalogen- 
test und dem Farbwert der Bestimmungsmethode wird ,,Farbquotient 
der Acetalphosphatide‘ genannt. Er kann in weiten Grenzen schwanken. 
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Uber den Stoffwechsel der Cholsdure und Desoxycholsaure in der Ratte 
X. Mitteilung iiber Steroide und Gallensauren 
Von 
Sune Bergstrém, Max Rottenberg und Jan Sjévall 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Lund, Schweden 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. August 1953) 


Herrn Professor K. Thomas zum 70. Geburtstag 


Bloch, Berg und Rittenberg' haben 1942 gefunden, da8 Hunde 
zugefiihrtes deuteriertes Cholesterin teilweise in Cholséure umwandelten. 
Kiirzlich haben Byers und Biggs? sowie Bergstré6m® mit 14C-mar- 
kiertem Cholesterin an Ratten dasselbe gefunden. Im hiesigen Institut 
wurde ferner gefunden, da aufer Cholsiure, die die Hauptmenge aus- 
macht, auch Chenodesoxycholsiure in der Rattengalle vorkommt; auch 
diese wird aus Cholesterin gebildet* *. Die Gallensiuren der Ratte sind 
normalerweise ausschlieBlich mit Taurin verbunden**®,. Um die Um- 
wandlung von Cholesterin in Gallensiuren naher zu studieren, haben 
wir eine Reihe von Gallensiauren hergestellt, die an der Carboxylgruppe 
mit C markiert waren®. 

Wenn -Ratten mit einer Gallenfistel Lithocholsiure zugefihrt 
wurde’, so zeigte sich, daB die Lithocholsiiure weitgehend in héher oxy- 
dierte Gallensiuren umgewandelt wurde. Das am meisten hydrophile 
Hauptprodukt verhalt sich sehr ahnlich der Cholsiure, ist aber nicht 
identisch mit dieser. Ahnliche Versuche mit markierter Chenodesoxy- 
cholsiure haben gezeigt®, daB diese Saiure, wenn auch trager, weiter 
oxydiert wird, aber auch in diesem Falle sind die Produkte mit Chol- 
siure nicht identisch. Diese beiden Saéuren scheinen also keine Zwischen- 
produkte der Umwandlung von Chlolesterin in Cholséure zu sein, obwohl 
mindestens die letztgenannte ein physiologischer Bestandteil ist. 

Uber eine ahnliche Untersuchung mit markierter Cholsiure und 
Desoxycholsaure wird in dieser Arbeit berichtet. 


Methoden 


Die verteilungschromatographischen Methoden, die zur Trennung von freien 
und gepaarten Gallensiuren ausgearbeitet worden waren, wurden in friiheren Arbeiten 
dieser Serie beschrieben* % 1°, Meist wurde die Methode von Howard und Mar- 


1 K. Bloch, B.N. Berg u. D. Rittenberg, J. biol. Chemistry 149, 511 
[1943]. 

2 S. O. Byers u. M. W. Biggs, Arch. Biochem. Biophysics 39, 301 [1952]. 

3 8. Bergstrém, Proc. Roy. Physiogr. Soc. Lund 22, Nr. 16 [1952]. 

4 8. Bergstrém u. A. Norman, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 88, 71 [1953]. 

> A. Norman, Acta physiol. scand. [1953], im Druck. 

6 §. Bergstrém, M. Rottenberg u. J. Voltz, Acta chem. Scand. 7, 481 
[1953]. 

* S. Bergstrom, J. Sjévall u. J. Voltz, Acta physiol. scand. [1953]. 

8 §. Bergstrém u. J. Sjévall, Acta chem. scand. [1953], im Druck. 

® §. Bergstrém u. J. Sjévall, Acta chem. scand. 5, 1267 [1951]. 

10 J. Sj6vall, Acta physiol. scand. 29, 232 [1953]. 
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tin! mit ,,reversed phases‘ benutzt. Dabei wird durch Kieselgur, das mit Chlor- 
methylsilan hydrophob gemacht worden ist, die weniger hydrophile Phase stationar 
gehalten, wahrend durch die Siule die mehr hydrophile Phase flieBt. Die letztere ist 
im allgemeinen waBriges Methanol von verschiedener Starke, die stationire Phase 
besteht aus Chloroform, gemischt mit Heptan oder Octanol. 

Der Durchlauf wird mittels eines automatischen Fraktionssammlers in 
Proberéhrchen aufgesammelt und titriert. Bei Verwendung von ‘C-markiertem 
Material werden die Fraktionen eingedunstet und mit wenig 50-proz.-Athanol auf 
Kupfer- oder Aluminiumplatten gebracht und eingetrocknet. Der Trockenriick- 
stand auf einer Platte von 20 mm Durchmesser soll héchstens 0,5 mg sein. Die 
Aktivitat wird dann in gewéhnlicher Weise unter einem diinnwandigen Geiger- 
Miiller-Rohr bestimmt. Folgende Phasensysteme wurden in dieser Arbeit beniitzt 
(die angegebenen Mengen sind Volumenteile): 

System I: Methanol 180, Wasser 120, Chloroform 45, Heptan 5. 

System II: Methanol 150, Wasser 150, Chloroform 22,5, sek. Octanol 22,5 
Heptan 5. 

Cholsiure-(24-4C) und Desoxycholsaure-(24-4C) waren von Berg- 
strém, Rottenberg und Voltz® hergestellte Praparate. Die Operationsmethode 
bei der Herstellung der Gallenfisteln und die weitere Behandlung der Ratten 
wurden friiher beschrieben* * ’, 


Ergebnisse 
Cholsaure 
Wenn kleine Mengen (1—2 mg) von markierter Cholsiure Ratten 
intraperitoneal zugefiihrt wurden, war die Verteilung der Isotope im 
Korper 24 Stdn. spiter ahnlich der nach Zufuhr von Lithocholsiure’. 


Tab. 1. Verteilung der Isotope, 24 Stdn. nach intraperitonealer Zufuhr von Chol- 
siure-(24—™C) an zwei Ratten. 
°% der verabreichten Isotope 


Ausgeatmet als Kohlendioxyd .... . 1 

Darminhalt und Kot. ........ 83,5; 85,7 
Darmwand, gewaschen........ 12,9; 11,2 
MIO, MPa ck ee ieee) ae do oa) is 4,0; 3,7 


Weitaus der gréBte Teil fand sich also im Darminhalt, ein betracht- 
licher Teil auch in der Darmwand. In der Leber waren weniger als 5% 
vorhanden. Es ist zu bemerken, daB die Ratte keine Gallenblase be- 
sitzt und ferner, daB, wenn eine Gallenfistel 24 Stdn. nach der Zufuhr 
der markierten Gallensiure angelegt wird, weitaus der gréBte Teil der 
aktiven Substanz durch die Fistel herauskommt. Die in Tab. 1 darge- 
stellten Werte zeigen also die etwaige Normalverteilung der im Ratten- 
organismus enterohepatisch zirkulierenden Gallenséuren (GréBenord- 
nung 20—30 mg). 

Weiter beobachtete man, daB von den zugefiihrten Isotopen nur 
spurenweise Kohlensiure gebildet worden war. Diese Befunde stimmen 
mit friiheren SchluBfolgerungen iiberein*® ®1* 1%, wonach die Kohlen- 


11 G. A. Howard u. A. J. P. Martin, Biochem. J. 46, 532 [1950]. 
12 T, M. Chaikoff, M. D. Siperstein, W. G. Dauben et al., J. biol. Che- 


mistry 194, 413 [1952]. 
13 M. D. Siperstein u. I. L. Chaikoff, J. biol. Chemistry 198, 413 [1952]. 
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stoffgeriiste der Gallensiuren als metabolische Endprodukte zu _be- 
trachten sind, die nur in sehr kleinem Ausma8 im Tierorganismus zu 
Kohlensiure verbrannt werden und die auch das quantitativ tber- 
wiegende Ausscheidungsprodukt des Cholesterins darstellen. 


Isotope Produkte in der Galle nach intraperitonealer Zufuhr 
von Cholsaure-(24-14C) und Desoxycholsaure-(24-!4C) 


Um den Stoffwechsel dieser Saéuren in der Ratte unter Ausschal- 
tung der Mikroorganismen im Darmkanal zu untersuchen, haben wir 
kleine Mengen (2—3 mg) der markierten Gallenséuren intraperitoneal 
als wiBrige Losung der Natriumsalze solchen Ratten injiziert * 7, welche 
schon eine funktionierende Gallenfistel hatten. 

Die ausgeschiedene Galle tropfte direkt in Athanol, um eine Infektion zu ver- 
meiden. Die Vorlage wurde stiindlich automatisch gewechselt und der Isotopen- 
gehalt an einem kleinen Teil jeder Stundenportion durch Eintrocknung auf einer 
Platte bestimmt. 

Wie bei der Lithocholsiure wurden mehr als 2/, der Isotope in den 
ersten 2 Stdn. ausgeschieden. Norman® hat gezeigt, daB alle gewéhn- 
lichen Gallensiuren, wenn sie in der Galle ausgeschieden werden, nach 
dieser Verabreichungsmethode praktisch quantitativ mit Taurin ver- 
bunden sind.- Nach alkalischer Hydrolyse wurden die Gallensauren 
isoliert und chromatographiert, wie schon mehrmals beschrieben * ® % 1°, 


Nach der Injektion von Cholsiure-(24-“C) wurde die ganze ur- 
springliche Aktivitaét im Cholsiure-Band wiedergefunden (Abb. 1). Chol- 
siure ist also jedenfalls in der Rattenleber ein Endprodukt des Stoff- 
wechsels und wird nicht in weniger polare Saiuren tiberfiihrt. Auf den 
HinfluB auf die Mikroorganismen des Darminhaltes wird weiter unten 
eingegangen. 

Nach der Injektion von 3 mg Desoxycholsaure-(24-“C) unter 
den oben angegebenen Bedingungen wurde die Aktivitét mit etwa der- 
selben Schnelligkeit wie bei Chol- und Lithocholséure ausgeschieden. 
Die Chromatographie einer Probe der zugefiihrten Desoxycholsaure zu- 
sammen mit gewohnlicher Cholsiure zeigt Abb. 2. Die ganze Akti- 
vitat ist im Dioxy-cholansaure-Band enthalten. Die Chromatographie der 
durch alkalische Hydrolyse freigesetzten Gallensiuren nach Zufuhr von 
markierter Desoxycholsaiure zeigt aber, daB der gréBte Teil der Akti- 
vitat zum Tricxy-cholansaure- Band verschoben worden ist. Erneute Chro- 
matograhie in dem mehr polaren Phasensystem II unter Zusatz von ein 
wenig Cholsaure zeigt, daB die Aktivitatskurve mit dem titrierten Chol- 
siure-Band zusammenfallt (Abb. 4), was nach Zufuhr von Lithochol- 
oder Chenodesoxycholsiure nicht der Fall ist? § 

Das Material im Cholsiure-Band wurde in waBriger Lésung vereinigt, mit 
Salzsiure angesiuert und mit Ather extrahiert. Die Halfte der Atherlésung wurde 


mit 100 mg inaktiver Cholsiure versetzt. Der Riickstand der Atherlésung wurde 
dann aus verschiedenen Lésungsmitteln umkristallisiert (siehe Tab. 2). 
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Abb. 3. Chromatographie von hydrolysierter Galle nach Injektion von Desoxychol- 
sdiure-(24-4C),. Phasensystem I. 
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Abb. 4. Erstes Band von Abb.3 in Phasensystem II umchromatographiert. 


Tab. 2. 
mg Kristalle Imp./Min. pro mg 
waBrige Essigsiure . . 94,5 430 
Essigsiure-athylester . 67,9 428 
. 60,0 425 
waBriges Athanol . . 26,9 427 


waBriges Athanol . . 15,5 428 
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Um die Identitaét der aktiven Substanz mit Cholsiéiure weiter zu 
prifen, wurde ein kleiner Teil des umkristallisierten Produktes mit 
Chromsaure oxydiert, unter Bedingungen, bei denen die Oxydation 
scharf bei der Ketostufe stehen bleibt. 


5,12 mg des umkristallisierten Produktes wurden in 2,5 ml stabilem Hisessig 
gelést und mit einer Lésung von 3,97 mg Chromtrioxyd in 0,5 ml 95-proz. Essig- 
siure versetzt. Nach 10 Min. bei 51° wurde ein Tropfen Methanol zugesetzt. Die 
Lésung wurde dann mit 20 ml Wasser verdiinnt und nach Zusatz von verd. Salz- 
siure mit Ather/Essigsiure-methylester extrahiert. Die vereinigten Extrakte 
wurden mit Wasser neutralgewaschen und eingedunstet. Die Chromatographie 
dieses Materials im Phasenpaar I zeigte, daB die Aktivitat mit dem Titrationsband 
der authentischen Dehydrocholsaure zusammenfiel. 

Der gréBte Teil der injizierten Desoxycholsiure war also durch Ein- 
fiihrung einer 7(«)-Oxygruppe in Cholsiure umgewandelt. 

Mit derselben Methodik wurde auch gezeigt, daB das zweite Band 
in Abb. 3 aus unverinderter Desoxycholsiure bestand. 

Diese Versuche wurden an mehreren Ratten mit denselben Resul- 
taten wiederholt. Der einzige Unterschied war die wechselnde Ausbeute 
der Umwandlung. Immer wurde mindestens die Halfte der zugefiihrten 
Desoxycholsiure unter diesen Bedingungen umgewandelt. 


Zusammenfassende Diskussion 


Es wurde gefunden, da8 intraperitoneal zugefiihrte Cholsiure- 
(24-4C) bei Ratten unverindert in die Galle sezerniert wird. Sie ist 
aber mit Taurin verbunden*. Die sehr kurze Passage iiber das Pfortader- 
system durch die Leber und Sezernierung in die Galle hat also nicht zur 
msetabolischen Veranderungen des Cholsiuremolekiils gefiihrt. 

Wie friiher gezeigt worden ist, ist nach Zufuhr von ringmarkiertem 
Cholesterin an Ratten der Hauptbestandteil der markierten Saéuren in 
der Galle Cholsiure* *, wobei aber Bergstré6m und Norman? keine 
Cholsiure im Kot nachweisen konnten. Statt dessen ist eine Reihe von 
markierten, aber weniger polaren Siuren vorhanden. Die Bildung dieser 
Saéuren muB wahrscheinlich von den Mikroorganismen des Darminhalts 
verursacht sein. Lindstedt! und Norman? haben diese Umwand- 
Jungen mit markierten Gallensiuren untersucht. 

Wenn Desoxycholsaure auf demselben Wege zugefiihrt wurde, fand 
man weniger als die Halfte als unveriinderte Siure in der Galle wieder. 
Der Rest war in Cholsiure umgewandelt worden. In der Rattenleber 
ist also ein sehr aktives Enzymsystem vorhanden, das ein 7 («)-Hydroxy] 
einfiihrt, falls ein 3(x)- und 12(«)-Hydroxyl am Cholsiuregeriist vor- 
handen ist. Es scheint also méglich, da Desoxycholsiure ein Zwischen- 
produkt bei der Umwandlung von Cholesterin zu Cholsiure ist, im 
Gegensatz zu Lithocholsiure und Chenodesoxycholsiéure, die in Séiuren 
umgewandelt werden, die sich im Verteilungschromatogramm ahnlich 


14 §. Lindstedt, Acta physiol. scand. [1953], im Druck. 
15 A. Norman, Acta physiol. scand. [1953], im Druck. 
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verhalten, aber mit dieser nicht identisch sind. Die Struktur dieser 
Produkte ist noch unbekannt. 

In dieser Beziehung ist also die in der Rattengalle in kleinen Mengen 
vorhandene Chenodesoxycholsiure als ein Nebenprodukt anzusehen, wo- 
bei ein 7(x)-Substituent im Ring B friiher als der Substituent im Ring 
C eingefiihrt worden ist. Die weitere Substitution geht dann trage vor 
sich und ein 12(«)-Hydroxyl wird nicht eingefiihrt. Falls Lithochol- 
siure in Rattengalle spurenweise vorkommen sollte, was nicht bekannt 
ist, so wird auch sie nicht in Cholsiure umgewandelt. 

Die diskutierten Reaktionen zeigt nachstehendes Formelschema. 
Der Abbau der Seitenkette des Cholesterins wurde von Anfinsen und 
Horning?!* in vitro mit Leberhomogenat nachgewiesen. Ferner wird 
Desoxycholsiure auch in Leberschnitten von Ratten mit Taurin ver- 
kniipft und in Cholséiure umgewandelt.!’ In diesem Zusammenhang 
ist auch das von Erkoli und Ruggieri’ gefundene Vorkommen von 
24-Oxy-cholesterin von Interesse. 


16 ©, B. Anfinsen u. M. G. Horning, J. Amer. chem. Soc. 75, 1511 [1953]. 
” §. Bergstrom, A. Dahlqvist u. U. Ljungqvist, Proc. Roy. Physiogr. 
Soc. Lund [1953]. 
18 A, Erkoli u. P. de Ruggieri, J. Amer. chem. Soc. 75, 3284 [1953]. 
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Der Abbau der Seitenkette der Gallenséuren durch $-Oxydation 
scheint nicht von quantitativer Bedeutung zu sein. Damit ist eine 
weitere Stiitze fiir die Ansicht erbracht, daB die Gallensiuren das wich- 
tigste Ausscheidungsprodukt des Cholesterins sind. 


Diese Arbeit ist von ,,Statens Medicinska Forskningsrad‘‘ und 
Knut och Alice Wallenbergs Stiftelse“ unterstiitzt worden. Max Rotten- 
berg dankt fiir die Stipendien von E. R. Squibb & Sons, New York, und ,,Magn. 
Bergvalls Stiftelse’. 


Zusammenfassung 


Die Umsetzung von Cholsiure und Desoxycholsiure in Ratten 
wird mittels “C-markierten Saéuren untersucht. Desoxycholsiure wird 
rasch und ausgiebig in Cholsiure umgewandelt. 


Zur Biochemie der Bilharziasis 
Von 
B. Flaschentriger und M. M. Taha 
Aus dem Department of Biochemistry, Faculty of Medicine, Alexandria University 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. August 1953) 


Meinem verehrten Lehrer Professor Dr. K. Thomas zum 70. Geburtstag 


1. Uber die Isolierung der Eier von Bilharzia haematobium 

Zur Isolierung von Bilharzia-Eiern aus dem Harn von Kranken, die 
an Schistomasiasis haematobium leiden, hat man bisher die Eier ent- 
weder im Spitzglas absetzen lassen und dann abgehebert oder aus dem 
Harn vorsichtig abzentrifugiert!. Da der Harn von Bilharziakranken 
meistens durch Blut, Eiter oder Sedimente verunreinigt ist, war bisher 
eine rasche Isolierung reiner Eier nicht méglich. Wir versuchten durch 
Filtrieren zum Ziel zu kommen. 

Der in Abb. 1 dargestellte Filtrierapparat, aus Pyrexglas geschliffen 
hat sich bei uns gut bewahrt. Der frischgelassene Patientenharn wird durch das 
Filter I mit einer Maschenweite (F,), die die Eier eben noch durchlaBt, gegossen. 
Der Harn lauft rasch von selbst durch das Filter und 148t verklumptes Blut, 
Schleim, Eiter und gréBere Kristalle zuriick. Den Riickstand wischt man mit 
wenig 2-proz. Kochsalzlésung aus, um méglichst alle Eier abzuspiilen. Hierauf 
gieBt man das Filtrat durch Filter II (F,) unter schwachem Saugen. Alle Eier 
werden zuriickgehalten, waihrend die Teilchen kleiner als die Kier, wie Blut- 
kérperchen und Zelldetritus, durchlaufen. Nachwaschen wie oben. Um die Eier 
auf einer kleineren Flache zu sammeln, setzt man den oberen Teil des Filters II 
nun unter Drehen um 180° umgekehrt auf das Filter III und spiilt sie mit 2-proz. 
Kochsalzlésung auf das kleinere Filter (F;). Nach Herausnahme des Filters spritzt 


1 F.C. Faust, Human Helmintology. 2. Aufl., 8.593. Philadelphia 1939. 











Abb. 1. Filtrierapparat. 
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F, und F, = Filter (II u. ITI), Netz Nr. 350. MaBe in mm. 
Tab. 1 
Lange Breite 

1.8 x 20 = 160mikron | 3 x 20 = 60 mikron Sere 
2.8 x 20 = 160 mikron | 3 x 20 = 60 mikron 

3. 7,5 x 20 = 150 mikron | 3 x 20 = 60 mikron 
4.7 x 20 = 140mikron | 3. x 20 = 60 mikron a 
5. 8 x 20 = 160 mikron | 4 x 20 = 80 mikron Pe) 
6. 7 x 20 = 140mikron | 3 x 20 = 60 mikron 
7. 7,8 x 20 = 156 mikron | 3. x 20 = 60 mikron | 
8. 8 x 20 = 160mikron | 3 x 20 = 60 mikron ee, | 
9. 7,5 x 20 = 150mikron | 3 x 20 = 60 mikron 
10. 7,5 x 20 = 150 mikron | 2,7 x 20 = 54 mikron Abb. 2. Bilharzia-Ei. 

Mittelwert: 152 mikron 61,4 mikron 
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man die Eier mit 2-proz. Kochsalzlésung auf ein Uhrglas ab. Die ganze Isolierung 
der Eier aus 300 ccm Harn dauert etwa 5 Minuten. 

Als Filter benutzten wir zuerst Filtertiicher von Seide, wie sie in Miillereien 
zum Sieben von Mehl verwendet werden. Durch das Entgegenkommen der Firma 
Bodmer Bolting Cloth Co., Ziirich, erhielten wir Filter aus Nylontaffet, von 
denen sich Nr. 20 Standard, Nr. 3 und Nr. 9 anfangs gut bewahrten. 

Die GréBe der Eier und auch die Maschenweite der Siebe maBen wir mit einer 
Mikrometerskala eines Leitz-Mikroskopes. Jeder Skalenteil entsprach 20 mikron. 
Um die geeignete FiltergréBe herauszufinden, stellten wir die in Tab. 1 angegebenen 
Messungen an 10 Eiern an, die in 1-proz. Kochsalzlésung isotonisch suspendiert 
waren. 

Die Lange der Eier einschlieBlich des Dorns schwankt zwischen 140—152—160 
und die Breite 54—61,4—80 mikron. Faust? gibt fiir 


Schistosoma haematobium Lange 112—170 Breite 40—70 mikron 
Schistosoma Mansoni Lange 114—175 Breite 40—68 mikron 
Schistosoma japonicum Linge 70—100 Breite 50—65 mikron 


Aus diesen Messungen ergab sich eine Maschenweite gréBer als 170 fiir Durch- 
laufen der Kier und kleiner als 50 mikron im Quadrat fiir das Zuriickhalten. Die 
GréBe unseres Filters, das die Eier passieren lie}, war 100 x 140 mikron und des- 
jenigen, das die Kier zuriickhielt, war 60 x 80 mikron. Die Filtration gelang 
zunachst sehr gut, aber beim Arbeiten zeigte sich, daB sich die Maschenweite infolge 
von Quellung der Fasern um 50—60% der Ausgangsgr6Be verkleinerte. 

Diese Schwierigkeit konnte beseitigt werden durch Verwendung von Metall- 
drahtnetzgeweben, die wir durch die freundliche Vermittlung der Firma Heraeus, 
Hanau, und Ratazzi & May, Schliichtern (Hessen), erhielten. Drahtgewebe aus 
Phosphorbronze erwies sich als weniger geeignet, da Harn und Kochsalzlosung es 
angreifen. Allen Anforderungen entsprachen bisher Gewebe aus rostfreiem Stahl- 
draht und V 2A. Wir verwendeten zum Abfiltrieren der groben Harnbestandteile 
Metallnetz (Ratazzi & May) Nr. 175, Drahtstarke 0,05 mm, lichte Maschenweite 
0,10 mm (100 mikron), zum Abfiltrieren der Bilharzia-Eier Nr. 350 K6éper, Draht- 
stirke 0,035 mm, lichte Weite 0,042 mm (42 mikron). 


2. Der EinfluB der Wasserstoffionen-Konzentration auf das 
Schlipfen der Myracidien 


Da aus der Literatur nichts tiber die Wirkung des py auf das Schliip- 
fen der Myracidien von Schistosoma haematobium zu erfahren war, 
stellten wir Phosphatpufferlosungen nach Sérensen® mit verschiede- 
nem pq her und beobachteten in den einzelnen Uhrglaisern unter dem 
Mikroskop die Geschwindigkeit und Vollstaindigkeit des Schliipfens 
(1 com m/,;-Phosphatlésungen ++ 1 com H,O + 0,5 ccm Ei-Aufschwem- 
mung). Quantitative Angaben sind schwierig zu machen, da die Myra- 
cidien sehr beweglich sind und manche Eier kein Myracidium liefern. 


Tab. 2. pu-EinfluB auf das Schliipfen der Myracidien. 
7,2 | 7,4 
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+t++[++4]+++]4+4]+4++ 
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PH. « « 5, - 

Schliipfen Chl rahe ttt 
21, ¢.1, S. 587. 

3 J. D’Ans u. E. Lax, Taschenbuch fiir Chemiker und Physiker. 2. Aufl., 


8. 1592. Berlin-Gottingen-Heidelberg 1949. 
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3. Die Aktivitaét der Myracidien bei verschiedener Wasser- 
stoffkonzentration 


Bei Verwendung derselben Pufferlésungen wie oben ist, wie aus 
Tab. 3 ersichtlich, die Lebenstatigkeit der Myracidien in schwach saurem 
Gebiet reduziert, wahrend sie im alkalischen Gebiet gesteigert und ver- 
langert ist. 


Tab. 3. pu-EinfluB auf die Beweglichkeit der Myracidien. 





ee ee 5,9 6,5 . 7,0 7,4 F 
nach 2Stdn.. . . | gering gering stark | sehr stark | sehr stark 
nach 3Stdn.. . . | fastnull | sehr gering |gering stark stark 

















4. Die Wahl des Milieus durch die Myracidien 


Um festzustellen ob die Myracidien saures oder alkalisches Milieu 
bevorzugen, fiillten wir in den hohlen Stopfen unseres ,,Tasteproofers“ 























Abb. 3. Tasteproofer. K = Korkstopfen. Ma8e in mm. 


eine Aufschwemmung von Myracidien in 1-proz. NaCl-Lésung (siehe 
Abb. 3). Die beiden Seitenrohre sind zu kommunizierenden Rohren zu- 
sammengebogen. Die eine Seite enthielt eine saure, die andere eine alka- 
lische Pufferlésung. Bei gleichem Druck wurde der Hahn, eingedriickt 























289 





Bd. 295 (1953) Zur Biochemie der Bilharziasis 






























in eine Gipsplatte als Unterlage, langsam und moglichst erschiitterungs- 
frei gedreht, so daB ohne Fliissigkeitsbewegung die Myracidien in freier 
Wahl nach rechts oder links wandern konnten. Nach einer bestimmten 


aus 
“em Zeit, etwa nach 14 Stde., wurde der Hahn wieder geschlossen, der Inhalt 
rer. der einzelnen Rohre getrennt zentrifugiert und die Myracidien im Sedi- 


ment ausgezahlt. Bei einer Phosphatpufferlésung von py 5,9 und einer 
von 8 ist nach Ende des Versuches praktisch die Myracidienzahl 
gleich, so daB wir annehmen miissen, daB die Myracidien die Reaktion 
| nicht unterscheiden kénnen. Allerdings wirken die Tiere durch ihr leb- 
‘k haftes Schwimmen auch als Rihrer und kénnen die Lésungen ver- 
mischen. In einer anderen Versuchsreihe jedoch mit 1-proz. Glucose 
in 0,9-proz. Phosphatpufferlésung auf der einen und 0,9-proz. Phosphat- 
puffer von py 7,4 auf der anderen Seite fanden wir die Myracidien in 
’ der Phosphatlésung angereichert und nicht in der Zuckerlésung: Es 
leu — scheint daher eine Wahl des Milieus durch die Myracidien méglich, 

Herrn Prof. Dr. A. Halawani, Director des Fouad-Institute of Research and 
Hospital for Tropical Diseases in Cairo und seinem Mitarbeiter Anwar Taha 
danken wir fiir freundliche Beratung. 


Zusammenfassung 


1. Ein Filtrierapparat zur Isolierung der Eier von Bilharzia hae- 
matobium wird beschrieben. 

2. Der py-Einflu8 auf das Schliipfen und die Lebenstitigkeit der 
Myracidien wird untersucht. Neutrales bis alkalisches Medium wirkt 
fordernd. 

3. Versuche mittels eines ,,Tasteproofers‘‘, der freie Wahl zwischen 
alkalischem und saurem Milieu durch die Myracidien gestattet, ver- 
liefen nicht eindeutig. 


i. 
= 
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Konstitutionsspezifische Wirkung von Vitamin K, 
und Analogen gegen Cumarin-Verbindungen 
Von 
O. Isler, R. Riiegg, A. Studer und R. Jiirgens 
Aus dem wissenschaftlichen Laboratorium der Firma F. Hoffmann-La Roche & Co. A. G., Base! 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. August 1953) 
Herrn Professor Thomas zum 70. Geburtstag 


Neuere klinische und experimentelle Befunde zeigen, daB das Vita- 
min K, (I und II) die durch Dicumarol bewirkte Hypoprothrombinamie 
beheben kann, wahrend 2-Methyl-1.4-naphthochinon (III) und dessen 
Abkémmlinge ohne 3-staindige Seitenkette, wie beispielsweise das 
2-Methyl-1.4-naphthohydrochinon-diphosphat (IV), hierzu nicht in der 
Lage sind. 


i) 
‘at \.CH, 
fa, 
0 H, me 


I racem. 2-Methyl]-3-phytyl-1.4-naphthochinon 
- (= totalsynthetisches Vitamin K,) 


II /-2-Methyl-3-phytyl-1.4-naphthochinon 
(= natiirliches Vitamin K,) 


ONa 
0-¥O 
Py J~/\ DQNa 
| | | 
Scns WAZ Na 
O 0-FO 
ONa 
It IV 


Wir haben uns nun die Frage vorgelegt, welchen EinfluB die Konsti- 
tution der 3-stindigen Seitenkette auf die antagonistische Wirkung gegen 
Verbindungen vom Wirkungstypus des Dicumarols, im folgenden 
Cumarine genannt, ausiibt. Zu diesem Zwecke wurden niedere und 
hdhere Homologe des Vitamins K,, die niederen Isoprenologen des Vita- 
mins K, und weitere Verbindungen mit einer cyclisierten oder phenyl- 
haltigen Seitenkette dargestellt. Der Aufbau dieser Verbindungen er- 
folgte wie die Darstellung des totalsynthetischen Vitamins K, aus Iso- 
phytol durch Isler und Doebel?. Die Reaktionsfolge wird nachstehend 
am Beispiel des einfachsten Vertreters, des 2-Methy]-3-[3’-methyl-buten- 
(2)-yl]-1.4-naphthochinons (V) abgebildet: 


1 Q.Isler u. K. Doebel, Chemietreffen in Innsbruck (30. 3. bis 1. 4. 53); 
Angew. Chem. 65, 264 [1953]. 
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Die tertiéren Vinylcarbinole, die wir zum Aufbau der Verbindungen 
der Vitamin-K,-Reihe und der Vitamin-K,-Reihe bendtigten, wurden, 
ausgehend von Aceton, nach dem Aufbauprinzip fiir Terpenketten von 
Ruzicka? gewonnen. Dabei wiederholten sich immer die folgenden Reak- 
tionsstufen : 


OH OH 
val 3 C | . | 
RCO SSN. ROC!CH ‘2 _,  RC-CH:CH,. 
: oN, 
CH, 'H, ‘Hy 


die meistens auch zur Darstellung der Zwischenprodukte der weiteren 
Vitamin-K-Praiparate verwendet wurden. In der Beschreibung der che- 
mischen Versuche folgt auf die allgemeinen Arbeitsvorschriften die Cha- 
rakterisierung der Verbindungen V—XXIV mit den zugehorigen Lite- 
raturangaben. 


Versuchsplan 
Die nachstehend beschriebene Priifung der K-Praparate (I—X XIV) 


erfolgte an Kaninchen und Ratten mit zwei verschiedenen Versuchs- 
anordnungen. Am Kaninchen wurde der Antagonismus K-Priaparate — 


2 L. Ruzicka, Helv. chim. Acta 2, 182 [1919]; 6, 492 [1923]; 22, 392 [1939]; 
28, 590 [1945]. 


19* 
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Cumarine durch Ermittlung der Prothrombinzeit bestimmt, ein Vor- 
gehen, wie es sich bereits in friiheren Untersuchungen von Jiirgens? 
bewahrt hatte. 

Fir Ratten sind manche Cumarine recht toxisch. Die Tiere gehen 
bei geniigender Dosierung an allgemeinen Blutungen zugrunde. In Vor- 
untersuchungen wurde festgestellt, daB wirksame K-Praparate diesen 
tédlichen Ausgang verhiiten. Somit eignet sich die Bestimmung der 
Uberlebensquote — zu einer bestimmten Zeit, nach einer bestimmten 
Dosis von Cumarinen — zur Priifung der antagonistischen Wirksamkeit 
von K-Praparaten. 


Versuchsanordnung 


a) Versuche an Kaninchen: Kaninchen erhalten per os 10 mg/kg Di- 
cumarol (A). Nach 48 Stdn. wird die Prothrombinzeit nach Quick bestimmt. 
AnschlieBend werden die zu untersuchenden K-Praparate in der Dosis von 50mg/kg 
per os verabreicht. Nach 3, 6 und 24 Stdn. wird die Prothrombinzeit nach Quick 
erneut bestimmt. Die Resultate sind in den Abb. 1, 3,5, 7 und 9 dargestellt, 
wo die Beeinflussung der Prothrombinzeit nach Quick in Sek. am Cumarin- 
vorbehandelten Kaninchen dargestellt ist. Im allgemeinen vermégen wirksame 
K-Praparate nach 3 Stdn. eine deutliche Verkiirzung der vorher veilingerten 
Prothrombinzeit und nach 6 Stdn. die fast véllige Normalisierung herbeizufiihren. 

b) Versuche an Ratten: 120—150 g schwere Ratten beiderlei Geschlechts 
erhalten per os 5 mg/kg Cumarinderivat 3-[l'-(p-Chlorphenyl)-propyl]-4-oxy- 
cumarin (B)*. Diese in Vorversuchen festgestellte Dosis fiihrt 9—12 von 12 Tieren 
nach 7 Tagen zum Verbluten. In Gruppen von 12 Tieren werden die verschiedenen 
K-Praparate gepriift, indem sie zusatzlich zum Cumarinderivat in der Dosis von 
10 mg/kg per os verabreicht werden. Ein K-Praparat wird als wirksam betrachtet, 
wenn es mindestens 10 von 12 Tieren am 7. Versuchstag am Leben zu erhalten 
vermag. Die Resultate sind in den Abb. 2, 4, 6, 8, 10 dargestellt. Jede Saule, deren 
Hohe die Anzahl der iiberlebenden Tiere reprasentiert, entspricht einer Versuchs- 
gruppe von 12 Tieren. Die Frage, in welchem Mae wirksame K-Praparate etwaige 
parenchymatése Cumarinschaéden an den Organen zu verhindern vermégen, soll 
in dieser Arbeit nicht behandelt werden. 


Tab. 1.. Wirkung von Vitamin K, und 2-Methyl-1.4-naphthochinon. 

















Vitamin K-Praparat —— — 
* Kaninchen Ratte 
_— (A) (B) 
I| racem. 2-Methyl]-3-phytyl-1.4-naphthochinon 
(= totalsynthetisches Vitamin K,). . . . “ + 
II} /-2-Methyl]-3-phytyl-1.4-naphthochinon 
= natiirliches Vitamin K,). . piles a + ae 
III} 2-Methy]-1.4-naphthochinon 
(= Menadion oder ,,Vitamin K,“). . . . — — 
IV | 2-Methyl-1.4-naphthohydrochinon- diphosphat -- (—) 


* Lh. Vesnnshadhanehi, 19, 342 [1948], Compt. rend. du troisiéme Congrés de la 
Soc. Internat. Européenne d’hématologie, Rome 3—6 oct. 1951. 

* Dieser Verbindung wurde gegeniiber A der Vorzug gegeben, da die letale 
Wirkung mit zehnmal kleinerer Dosis erreicht werden kann. 
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r- Ergebnisse 
33 
° Abb. 1 zeigt, daB Vitamin K, (I und IT) im Gegensatz zu 2-Methyl- 
1.4-naphthochinon und seinen Derivaten (IIT und IV) imstande ist, die 
n 
T- 
n <— 50 mg/kg Vitamin K-Praparate 
- 140 10 mg/kg Dicumaro! WV 
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1b 
i - 
t. 
S 
k 
t, hi 
n- a 1 
[Ome | rr SE ONE ak EE ee er aad I ; 
n 
a. Stan. ——> 24 
L ¥ 
: Abb. 1. Beeinflussung der Dicumarol-Hypoprothrombinémie an Kaninchen. 
a Ordinate: Prothrombinzeit nach Quick in Sekunden. 
n 
n 12 
t, 
n 
n 70 
es 
re 
1] 
§} 
‘ A 
1A Kontrollen 
Abb. 2. Uberlebensquote von cumarin-belasteten Ratten. Tagliche orale Ver- 
abreichung von 5 mg/kg B und 10 mg/kg Vitamin K-Praparaten (I—IV). Kon- 
trollen (6 Tiergruppen) ausschlieBlich mit 5 mg/kg B. Ordinate: Anzahl der am 
7. Tage iiberlebenden Ratten. 
nach Vorbehandlung mit Dicumarol (A) verlingerte Prothrombinzeit 
, auf die Norm zu verkiirzen. Die Wirkung ist 3 Stdn. nach oraler Ver- 
e abreichung von K, deutlich, nach 6 Stdn. ist die normale Prothrombin- 
zeit fast erreicht. 
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In Abb. 2 ist dargestellt, daB Vitamin K, (I und II) an der Ratte 
die Toxizitét von 3-[1’-(p-Chlorphenyl)-propy]]-4-oxy-cumarin (B) in 
der Beobachtungszeit von 7 Tagen vollig zu neutralisieren vermag, wah- 
rend 2-Methyl-1.4-naphthochinon und seine Derivate (III und IV) un- 
wirksam oder fast unwirksam sind. Die Tiere zeigen ungefahr die gleiche 
kleine Uberlebensquote wie die in 6 verschiedenen Gruppen zu 12 Tieren 
mitgefiihrten, nur mit dem Cumarinderivat behandelten Kontrollen, 
deren Uberlebensquote von 0 bis 3 Tieren schwankt. 


Wie Abb. 3 darstellt, vermag das Homologe von Vitamin K,, das 
eine Seitenkette von 5 C-Atomen (V) besitzt, keine Antidicumarolwir- 
kung zu entfalten, wihrend die Homologen mit 10, 15 und 25 C-Atomen 
(VI, VII, VIII) eine typisch antagonistische Wirkung am Dicumarol- 
Kaninchen aufweisen. Das Homologe mit 30 C-Atomen (IX) dagegen 
zeigt nach 6 Stdn. noch keine antagonistische Wirkung. Eine solche 
ist erst nach 24 Stdn. festzustellen. 


Abb. 4 zeigt, daB im Rattentest die antagonistische Wirkung in 
der K,-Reihe eine Funktion der Linge der Seitenkette ist. Das niedere 
Homologe mit 5 C-Atomen (V) und das héhere Homologe mit 30 C- 
Atomen (IX) sind unwirksam. Eine Mittelstellung beziiglich der Wirk- 
samkeit nimmt das Homologe mit 10 C-Atomen (VI) ein, wogegen Homo- 
loge mit 15 oder-25 C-Atomen (VII und VIII) wie K, voll wirksam sind 


Tab. 2. Wirkung von Verbindungen der Vitamin-K,-Reihe. 




















: : Antagonismus gegen 
_— Seitenkette in 3-Stellung Piceniiiiitiines 

: . Kaninchen | Ratte 

Strukturformel C-Atome (A) (B) 

V | —CHYCHCCH,. -......4.. 5 — — 

: CH, 

VI | —CH,-CH:C-CH,-CH,-CH,-CH-CH, .| 10 rs t=) 
H, CH, 

VII | —CH,-CH:C-[CH,-CH,-CH,-CH],-CH, 15 + + 
CH, CH, 

VII | —CH,-CH:C-[CH,-CH,-CH,-CH],CH, | 25 rs + 
‘H, CH, 

IX | —CH,-CH:C-[CH,-CH,-CH,-CH],;-CH, 30 (—) _ 
CH, CH, 





und alle, bzw. fast alle Tiere am Leben erhalten. Die Darstellung in 
Abb. 4 14Bt erkennen, da8 Vitamin K, mit 20 C-Atomen (I) in dieser 
Reihe eine Spitze reprasentiert. 
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Das niedere Isoprenologe des kiirzlich von Isler und Riiegg* syn- 
thetisierten Vitamins K, mit 5 C-Atomen (V) ist, wie Abb. 5 und 6 er- 
kennen lassen, am Dicumarol-Kaninchen und im Uberlebenstest an der 











50 mg/kg Vitamin K-Praparate 
180 Fe K 10 mg/kg Dicumarol 
oh 
160}- of \ 
40 / \ 




















Abb. 3. Beeinflussung der Dicumarol-Hypoprothrombinimie am Kaninchen. 
Ordinate: Prothrombinzeit nach Quick in Sekunden. 
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Abb. 4. Uberlebensquote von cumarin- 
4 belasteten Ratten. Tagliche orale Ver- 
abreichung von 5 mg/kg B und 10 
2 mg/kg von Homologen des Vitamins K, 


(V—IX). Ordinate: Uberlebende 
Ratten am 7. Tage. 














Vuwivaxx 
Cs Cy Cys Coq Cog Cap 


Ratte die einzige unwirksame Verbindung, wahrend alle ibrigen Iso- 
prenologen wirksam sind. Somit zeigt sich ein Unterschied zur K,-Reihe, 
indem bei den Isoprenologen des K, auch die Verbindungen mit langer 
Seitenkette voll wirksam sind. 


“va Erscheint demnachst in Helv. chim. Acta. 
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Tab. 3. Wirkung von Verbindungen der Vitamin-K,-Reihe. 























fe Seitenkette in 3-Stellung} ae 
_ Kaninchen | Ratt 
Strukturformel C-Atome mY) viet (B) 
VY | —CH-CH:CCH, ....5.5.+.-: 5 — — 
CH, 
X | —CH,°CH:C-CH,-CH,-CH:C-CH;. . . 10 + = 
H, CH, 
XI | —CH,°CH:C-[CH,-CH,°CH:C],-CH,  . 15 + + 
‘H, YH, 
XII | —CH,-CH:C:[CH,-CH,°CH:C],-CH, . 20 oS + 
CH, H, 
XIII | —CH,°CH:C:-[CH,-CH,-CH:C],CH, 25 + + 
CH, CH, 
720 = 
bey + 50 mg/kg Vitamin K-Priparate 
8 10 mg/kg Dicumarol 























1 A. 
0 7 6 Stdn, ——> m4 


Abb. 5. Beeinflussung der . .cumarol-Hypoprothrombinimie am Kaninchen. 
Ordinate: Prothrombinzeit nach Quick in Sekunden. 


Am Dicumarol-Kaninchen ist Prip. XIV mit einer Seitenkette von 
7 C-Atomen unwirksam und Prip. XVII mit einer Seitenkette von 31 C- 
Atomen schlecht und sehr spit wirksam. Prip. XV mit 19 C-Atomen 
ist voll wirksam. Prip. XVI mit hydrierter K,-Seitenkette, von 20 C- 
Atomen laéBt eine spit einsetzende Wirkung erkennen, die sich nach 
3 Stdn. noch nicht auBert (Abb. 7). An der Ratte sind die Verbin- 
dungen XV und XVI mit 19 bzw. 20 C-Atomen voll wirksam und die 
Verbindungen XIV und XVII mit 7 bzw. 31 C-Atomen unwirksam 
(Abb. 8). 
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Abb. 6. Uberlebensquote von cumarin- 
belasteten Ratten. Tagliche orale Ver- 
abreichung von 5 mg/kg B und 10 mg/kg 
der Isoprenologen des Vitamins K,. 
Ordinate: Uberlebende Ratten am 7. Tage. 
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Tab. 4. Wirkung weiterer 2-Methyl-1.4-naphthochinone mit aliphatischer 















































Ordinate: Prothrombinzeit nach Qui 


Seitenkette. 
Seitenkette in 3-Stellung ae gegen 
Prap. Kani is 
Strukturformel C-Atome —" — 
XIV |—CH,°CH:C-CH,,CH, ....... 7 — _ 
C,H; 
XV |—CH,:CH:C-[CH,],,CH,...... 19 ve + 
CH; 
XVI |—CH,-CH,°CH:[CH,-CH,°CH,°CH],-CH,} 20 (+) -- 
| 
CH, CH, 
XVII |—CH,:CH:C-[CH,],4°CH,. ..... 31 (—) 
| 
CH,-[CH.],3°CH; 
120-—— = 50 mg/kg Vitamin K Praparate 
10 mg/kg Dicumaro! 
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Abb. 7. Beeinflussung der Dicumarol- Hypoprothrombinimie am Kaninchen. 
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Tab. 5. 
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Wirkung von 2-Methyl-1.4-naphthochinonen mit cyclisierter Seitenkette. 
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Abb. 8. Uberlebensquote von cumarin-be- 
lasteten Ratten. Tagliche orale Verabreichung 
von 5 mg/kg B und 10 mg/kg von 2-Methyl- 
1.4-naphthochinonen mit aliphatischer Seiten- 
kette in 3-Stellung. Ordinate: Uberlebende 


Ratten am 7. Tage. 
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Bei der Prifung am Dicumarol-Kaninchen zeigt Prap. XVIII, das 
aus Cyclohexanon aufgebaut wurde, nur eine fliichtige Wirkung, wah- 
rend die Prap. XIX und XX, die ausgehend von «-Decanon und Dihy- 
dro-f-jonon synthetisiert wurden, keine Wirkung aufweisen. 

Im Uberlebenstest an der Ratte sind alle Verbindungen unwirksam. 

Die aus Acetophenon aufgebauten Verbindungen XXI und XXII 
sowie das aus Zimtalkohol gewonnene Priip. XXIII sind am Dicumarol- 
Kaninchen wirksam, wahrend das durch Hydrierung von Prap. XXIII 
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Tab.6. Wirkung von 2-Methyl-1.4-naphthochinonen mit phenylhaltiger Seitenkette. 





Seitenkette in 3-Stellung 


Antagonismus gegen 

















Prap Cumarine 
, ~ Kaninchen | Ratte 
Strukturformel C-Atome (A) (B) 
XXI | —CH,-CH:C-C,H; 10 + (—) 
CH, 
XXII | —CH,-CH,-CH-C,H; 10 + (—) 
CH, 
XXIII] —CH,-CH:CH-C,H; 9 + = 
XXIV} —CH,-CH,-CH,°C,H; 9 -- -- 


dargestellte Prip. XXIV unwirksam ist (Abb. 9). An der Ratte vermag 
keine dieser Verbindungen die Uberlebenszeit signifikant zu verlingern 
(Abb. 10). Dieser Unterschied im Verhalten von Kaninchen und Ratte 
wird im nachfolgenden Abschnitt erliutert. 


Abb. 9. 
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50 mg/kg Vitamin K- Préparate 
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Beeinflussung der Dicumarol-Hypoprothrombinimie am Kaninchen. 
Ordinate: Prothrombinzeit nach Quick in Sekunden. 


Abb. 10. Uberlebensquote von cumarin- 
belasteten Ratten. Tagliche orale Ver- 
abreichung von 5 mg/kg B und 10 mg/kg 
eines 2-Methyl-1.4-naphthochinons mit 
phenylhaltiger Seitenkette. Ordinate: 
Uberlebende Ratten am 7. Tage. 
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Wirkung einiger K-Verbindungen an mit verschiedenen 
Cumarinen behandelten Kaninchen und Ratten 

Die z. Tl. fehlende Ubereinstimmung der Resultate am Dicumarol- 
Kaninchen und im Uberlebenstest an der Ratte kann auf die verschie- 
denen Tierarten oder auf die verschiedenen verwendeten Cumarine zu- 
riickzufiihren sein. Wir untersuchten deshalb die Wirkung einiger Vita- 
min-K-Praiparate am Kaninchen und an der Ratte bei Vorbehandlung 
mit verschiedenen Cumarinen, naimlich Dicumarol (3.3’-Methylen-bis- 
[4-oxy-cumarin]) (A), 3-[1’-(p-Chlorpheny]l)-propyl]-4-oxy-cumarin (B), 
3-[1’-Phenyl-propyl]-4-oxy-cumarin (C)*. 


OH OH 
(Ys a oe 8 
2 ] 
: i: ) 
YOY , 0’ \/% 
A , 
oH CH,-CH, OH CH,-CH, 
V4 " i™® her G Ny Z wy" fas he: 
| 1:0 = l } 1:0 = 
wr YO 
B Cc 


Zur Prifung gelangten totalsynthetisches Vitamin K, (I)**, ein 
niederes (VI) und ein héheres (IX) Homologes von K, sowie zwei Ver- 
bindungen mit phenylhaltiger Seitenkette, nimlich die Verbindung XXI 
sowie das daraus hergestellte Prip. XXII mit gesittigter Seitenkette. 


Versuchsanordnung 


a) Versuchean Kaninchen: Die Cumarine A, B und C werden in folgenden 
Dosen per os verabreicht: A 10 mg/kg, B 1 mg/kg, C 20 mg/kg. (Diese unterschied- 
liche Dosierung hat nur fiir das Kaninchen Geltung.) Nach 48 Stdn. wird die 
Prothrombinzeit nach Quick bestimmt. Die zu priifenden K-Praparate I, VI, 
IX, XXI und XXII werden in der Dosis von 50 mg/kg verabreicht. Die Pro- 
thrombinzeit wird nach 3, 6 und 24 Stdn. bestimmt (Abb. 11, 13, 14, 16 und 17). 


b) Versuche an Ratten: In Vorversuchen wird diejenige Dosis ermittelt, 
welche nach 7 Tagen von 12 eingesetzten 120—150 g schweren Ratten 9—12 
tétet. Diese Dosis betragt fiir A 50 mg/kg, fiir B und C 5 mg/kg. Zusatzlich werden 
die K-Praparate I, VI, IX, XXI und XXII in der Dosis von 10 mg/kg per os 
verabreicht. Die Uberlebensquote wird am 7. Tag bestimmt, also zu einer Zeit, 
in der von den Kontrolltieren nur 0—3 Tiere iiberleben (Abb. 12, 15 und 18). 


Ergebnisse 


Totalsynthetisches Vitamin K, (I) behebt, wie Abb. 11 zeigt, die 
Hypoprothrobinimie am Kaninchen, unbekiimmert darum, ob sie durch 
A, B oder C verursacht ist, desgleichen wird die Wirkung von Bis-[4-oxy- 


* Handelsname: »»Marcoumar“ (Roche). 
** Handelsname: ,,Konakion‘‘ (Roche). 
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cumarinyl-(3) ]-essigsiure-aithylester, 2-Diphenyl-acetyl-indan-1.3-dion 
und 2-Methyl-2-methoxy-4-phenyl-5-oxo-dihydropyrano(3,2-c)(1)-ben- 
zopyran aufgehoben. 
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Abb. 11. Wirkung von Vitamin K, (I) auf die Prothrombinzeit des Kaninchens 
bei Vorbehandlung mit verschiedenen Cumarinderivaten. Ordinate: Prothrombin- 
zeit nach Quick in Sekunden. 








K, (I) vermag an der Ratte die tédliche Wirkung von A, B und C, 
gemessen an der Uberlebensquote am 7. Versuchstag, aufzuheben 
(Abb. 12). 


Abb. 12. Wirkung von Vita- 
min K, (I) auf die Uberlebens- 
quote von cumarin-belasteten 
Ratten. Tagliche orale Verab- 
reichung von 50 mg/kg A bzw. 
5 mg/kg B baw. 5 mg/kg C und 
10 mg/kg Vitamin K, (I). Or- 
dinate: Uberlebende Ratten 
am 7. Tage. ABC Ate € 

(Kontrolien) 








Wirkung der Homologen VI und IX des Vitamins K, 


Prap. VI wirkt am Kaninchen gegen B und C gleich gut anta- 
gonistisch wie gegen A (Abb. 13), wihrend Prip. IX gegeniiber A, B 
und C eine schwache und sehr spat einsetzende Wirkung ausiibt (Abb. 14). 
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Abb. 13. Wirkung eines niederen Homologen (VI) von Vitamin K, auf die Pro- 
thrombinzeit des Kaninchens bei Vorbehandlung mit verschiedenen Cumarin- 
derivaten. Ordinate: Prothrombinzeit nach Quick in Sekunden. 
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Abb. 14. Beeinflussung der Hypoprothrombinimie am cumarin-vorbehandelten 
Kaninchen. Ordinate: Prothrombinzeit nach Quick in Sekunden. 


Verbindung 7 Verbindung LY 


Abb. 15. Wirkung der Ver- 
bindungen VI und IX auf die 
Uberlebensquote von cumarin- 
belasteten Ratten. Tagliche 
orale Verabreichung von 50 
mg/kg A bzw. 5 mg/kg B bzw. 
5 mg/kg C und 10 mg/kg von 
Homologen des Vitamins K, 
(VI u. IX). Ordinate: Uber- 
lebende Ratten am 7. Tage. 
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Prap. VI und IX sind im Uberlebenstest schwacher wirksam, gegen- 
iiber B unwirksam (Abb. 15). Die Priparate VI und IX verhalten sich 
somit am Kaninchen und an der Ratte verschieden. 

Am Kaninchen ist Prap. VI wirksam (Abb. 13), Praip. [X schlecht 
wirksam (Abb. 14). Dieses Verhalten wird durch die Art der verwendeten 
Cumarinverbindung nicht beeinfluBt. Bei der Ratte stimmen die Prapa- 
rate VI und IX in ihrem Verhalten weitgehend iiberein, dagegen ist 
ihre Wirkung abhangig von der Art des verwendeten Cumarinderivates. 

ie. Am besten wird A, am schlechtesten B beeinfluBt (Abb. 15). 

rin- 

Wirkung der K-Verbindungen XXI und XXII mit phenyl- 
haltiger Seitenkette 


Prip. XXI, das in der Seitenkette eine Doppelbindung tragt, wirkt 
am Kaninchen gegen A, B und C (Abb. 16), Prip. XXII ohne Doppel- 
bindung in der Seitenkette dagegen nur gegen A (Abb. 17). 
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Abb. 16. Beeinflussung der Hypoprothrombinimie am cumarin-vorbehandelten 
Kaninchen. Ordinate: Prothrombinzeit nach Quick in Sekunden. 
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Abb. 17. Beeinflussung der Hypoprothrombinémie am cumarin-vorbehandelten 
Kaninchen. Ordinate: Prothrombinzeit nach Quick in Sekunden. 
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Im Uberlebenstest an der Ratte wird die Wirkung von A durch 
beide Praparate XXI und XXII miaBig beeinfluBt, die Wirkung von B 
schwach und diejenige von C gar nicht (Abb. 18). 


Verbinadung XXI 


Veroindung XXII 





Abb. 18. Wirkung der Verbin- 
dungen XXI und XXII. Tag- 
liche orale Verabreichung von 
50 mg/kg A bzw. 5 mg/kg B bzw. 
5 mg/kg C und 10 mg/kg der 
K-Praparate XXI und XXII. 
Ordinate: Uberlebende Ratten 
am 7. Tage. 














Wie im Falle der Verbindungen VI und IX verhalten sich die Ver- 
bindungen X XI und XXII am Kaninchen und an der Ratte verschieden. 
Wahrend Praip. X XI am Kaninchen einheitlich gegen alle drei Cumarine 
wirkt, vermag: Prap. XXII nur die Wirkung von A antagonistisch zu 
beeinflussen. Auch an der Ratte wird die Wirkung von A von beiden 
Priparaten in méBigem Grade aufgehoben, dagegen sind die beiden 
Praparate gegentiber B und C fast oder ganz unwirksam. 


Tab. 7. Zusammenfassung der Wirkung gegen verschiedene Cumarine. 
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Ks erhellt, daB in der Ansprechbarkeit auf K-Praparate sowohl fiir 
die verwendeten Cumarine, wie fiir die beiden Tierarten Unterschiede 
bestehen, deren Ursache fiir den Einzelfall nicht zu iibersehen ist. Klar 
jedoch hebt sich Vitamin K, mit dem gré8ten Wirkungsspektrum her- 
aus, indem es sowohl bei der Hypoprothrombinimie des Kaninchens, 
wie im Uberlebenstest an der Ratte gegentiber den drei verwendeten 
Cumarinen A, B und C voll wirksam ist, dariiber hinaus auch bei weiteren 
die Prothrombinbildung hemmenden Anticoagulantien (s. 8.300—301). 
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Beschreibung der chemischen Versuche* 


Allgemeine Arbeitsvorschriften 

Acetylenanlagerung 

2Mol Natrium werden in 1,5/ fliissigem Ammoniak gelést und sodann 
bis zur Entfaérbung der blauen Lésung Acetylen eingeleitet. Hierauf gibt man 
1 Mol des Ketons in 250 ccm absol. Ather in 10 Min. zu. Der Kolbeninhalt wird 
in einen Autoklaven eingefillt und 16 Stdn. bei Zimmertemperatur geschuittelt. 
Man blast dann das Ammoniak ab, laBt die Mischung auf +10° kommen, gieBt 
auf 400 ccm konz. Salzsaiure, 1,5 kg Eis und 400 ccm Ather und riihrt kurze Zeit. 
Die Atherlésung wird mit Wasser neutral gewaschen, iiber Natriumsulfat ge- 
trocknet und abgedampft. , 

Partialhydrierung 

1 Mol Acetylencarbinol in 480 ccm Petrolither (Siedebereich 80—120°) 
wird mit 6 g Lindlar-Katalysator* und 4 ccm Chinolin bei 12° in einer Wasserstoff- 
atmosphare geschiittelt, bis 1 Mol Wasserstoff aufgenommen ist. Sodaan wird 
filtriert und die Petrolitherlésung je einmal mit verd. Schwefelsaiure, 5-proz. 
Natriumbicarbonatlésung und Wasser gewaschen, getrocknet und abgedampft. 

Kondensation und Oxydation 

330 g 2-Methyl-1.4-naphthohydrochinon in 780 com Dioxan (wasser- 
frei) werden mit 20g Zinkchlorid und 42 ccm Bortrifluoridatherat unter 
Stickstoff und Riihren auf 50° erwirmt und in 15 Min. mit einer Lésung von 1 Mol 
des Allylalkohols in 300 ccm wasserfreiem Dioxan versetzt. Man rihrt sodann 
noch 20 Min. bei 50° weiter. 

Die Reaktionsmischung wird abgekiihlt und mit 21 Ather verdiinnt. Die 
Atherlésung wascht man dreimal mit je 500 cem Wasser und dann mehrmals mit 
Claisen-Lauge (400 ccm 3-n. Natronlauge, 1600 ccm Eiswasser, 20g Natrium- 
hydrosulfit), um das iiberschiissige 2-Methyl-1.4-naphthohydrochinon zu entfernen, 
und schlieBlich nochmals mit Wasser. Man trocknet tiber Natriumsulfat und 
dampft den Ather ab. Der Riickstand wird mit 21 Petrolather (Siedebereich 
30—60°) und 30 g Lindlar-Katalysator versetzt und 2 Stdn. in einer Wasserstoff- 
atmosphare geschiittelt. Hierauf wird auf —50° abgekiihlt, filtriert und dreimal 
mit je 11 Petrolather (auf —50° gekiihlt) gewaschen. Man lést das Produkt in 
31 Ather, gibt 200 g Silberoxyd zu, schiittelt 1/, Stde., filtriert ab und verdampft 
den Ather. 

1. Verbindungen der Vitamin K,-Reihe 
2-Methyl-3-[3’-methyl-buten-{2’)-yl]-1.4-naphthochinon (V): Aus 
2-Methyl-buten-(3)-ol-(2), das von Campbell et al.5 beschrieben ist. 

Gelbes O1; n2 1,5840; UV Max. 248,5 my, « 18 200. 

C,,H,,0,. Ber. C 79,97, H 6,71. 

Gef. C 80,15, H 6,72. 
2-Methyl-3-[3’.7’-dimethyl-octen-(2’)-yl]-1.4-naphthochinon (VI): Aus 
3.7-Dimethyl-octen-(1)-ol-(3), das von Karrer et al.® beschrieben ist. 

Gelbes O1; 2° 1,5509; UV Max. 248,5 mu, ¢ 18 500. 

C.,H.,0,. Ber. C 81,24, H 8,44. 

Gef. C 81,03, H 8,63. 

* Die Schmelzpunkte sind korrigiert. Die UV-Spektren wurden in Petrol- 
ather aufgenommen. Es werden nur die Wellenlinge und die Extinktion des 
Hauptmaximums angegeben. 

“ Helv. chim. Acta 35, 446 [1952]. 

5 K.N.Campbell u. L. T. Eby, J. Amer. chem. Soc. 68, 2683 [1941]. 

6 P. Karrer u. K. 8S. Yap, Helv. chim. Acta 28, 581 [1940]. 
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2-Methy1-3-[3’.7’.11’-trimethyl-dodecen-(2’)-yl]-1.4-naphthochinon 
(VII): Aus 3.7.11-Trimethyl-dodecen-(1)-ol-(3), das von Karrer et al.” beschrie- 
ben ist. 
Gelbes Ol; n» 1,5354; UV Max. 248,5 mu, « 18 300. 
Cz,H;,02. Ber. C 82,06, H 9,54. 
Gef. C 82,04, H 9,68. 
2-Methy]-3-[3’.7’.11’.15’.19’-pentamethy]-eikosen-(2’)-yl]-1.4- 
naphthochinon (VIII): Aus 3.7.11.15.19-Pentamethyl-eikosen-(1)-ol-(3), das 
von Karrer et al.® beschrieben ist. 
Gelbes Ol; 3) 1,5164; UV Max. 248,5 my, ¢ 18 150. 
C3,H;,02. Ber. C 83,02, H 10,84. 
Gef. C 82,92, H 10,98. 
2-Methy]-3-[3’.7’.11’.15’.19’.23’-hexamethyl-tetrakosen-(2’)-yl]-1.4- 
naphthochinon (IX): Aus 3.7.11.15.19.23-Hexamethyl-tetrakosen-(1)-ol-(3), 
dessen Darstellung nachfolgend beschrieben wird. 
Gelbes O1; 2? 1,5111; UV Max. 248,5 my, « 18 000. 
Cy,H,g,0.. Ber. C 83,33, H 11,26. 
Gef. C 82,97, H 11,09. 
4.8.12.16.20-Pentamethyl-heneikosanyl-methyl-keton: Hergestellt 
aus dem von Karrer et al.® beschriebenen 3.7.11.15.19-Pentamethyl-eikosen-(1)- 
ol-(3), entsprechend der in der gleichen Arbeit beschriebenen Herstellung von 
6.10.14.18-Tetramethyl-nonadekanon-(2) aus Phytylbromid. 
Farbloses 01; Sdp. 0,03 194—198°; 2? 1,4535; d{° 0,8393. 
C.,H;,0. Ber. C 82,27, H 13,81, Mp 131,51. 
Gef. C 82,01, H 13,95, Mp 131,74. 


3.7.11.15.19.23-Hexamethyl-tetrakosin-(1)-ol-(3): Hergestellt aus 4.8.- 
12.16.20-Pentamethyl-heneikosanyl-methyl-keton durch Acetylenanlagerung. 
Farbloses 01; Sdp. 0,04 207°; nZ° 1,4587; d7° 0,8466. 
C39H;,0. Ber. C 82,87, H 13,45, Mp 140,26. 
Gef. C 82,42, H 13,47, Mp 140,38. 
3.7.11.15.19.23-Hexamethyl-tetrakosen-(1)-ol-(3): Hergestellt aus obiger 
Acetylenverbindung durch partielle Hydrierung. 
Farbloses 01; Sdp. 0,02 2019; 2° 1,4590; d?° 0,8434. 
CgpHg,0. Ber. Mp 141,79. Gef. Mp 141,59. 


2. Verbindungen der Vitamin-K,-Reihe 


2-Methy1-3-[3’.7’-dimethyl-octadien- (2’.6’)-yl]-1.4-naphthochinon 
(2-Methyl1-3-geranyl-1.4-naphthochinon) (X): Aus Linalool. Das Produkt 
wurde schon von Fieser® hergestellt. 
Gelbe, wachsartige Kristalle; Schmp. etwa 20°; nz 1,5699; UV Max. 248,5 mp, 
€ 18 600. 


C,,H,,0,. Ber. C 81,78, H 7,84. 
Gef. C 81,64, H 7,76. 


7 Pp. Karrer, A. Geiger, H. Rentschler, E. Zbinden u. A. Kugler, 
Helv. chim. Acta 26, 1741 [1943]. 

8 Pp. Karrer u. K. 8. Yap, Helv. chim. Acta 24, 639 [1941]. 
® L. F. Fieser, J. Amer. chem. Soc. 61, 3467 [1939]. 
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2-Methy1-3-[3’.7’.11’-trimethyl-dodekatrien- (2’.6’.10’) -yl]-1.4-naph- 
thochinon (2-Methyl-3-farnesy]-1.4-naphthochinon) (XI): Aus Nerolidol. 
Das Produkt wurde schon von Fieser et al.!° hergestellt. 
Gelbes O1; nZ} 1,5582; UV Max. 248,5 my, ¢ 18 500. 
C.gH3.0,. Ber. C 82,93, H 8,56. 
Gef. C 82,89, H 8,70. 
2-Methyl-3-[3’.7’.11’.15’-tetramethyl-hexadecatetraen-(2’.6’.10’.14’) - 
ylj-1.4-naphthochinon (XII): Aus 2.7,11.15-Tetramethyl-hexadecatetraen- 
(1.6.10.14)-ol-(3), das von Ruzicka et al.” beschrieben ist. 
Gelbes O1; n?° 1,5532; UV Max. 248,5 mu, « 18 800. 
C3;H4g)0,. Ber. C 83,73, H 9,07. 
Gef. C 83,95, H 9,09. 
2-Methyl-3-[3’.7’.11’.15’.19’-pentamethyl-eikosapentaen-(2’.6’.10’.14’ 
18’)-yl]-1.4-naphthochinon (XIII): Aus 3.7.11.15.19-Pentamethyl-eikosapentaen 
(1.6. 10. 14.18)-ol-(3), das von Ruzicka et al.!* beschrieben ist. 
Gelbes O1; 2? 1,5378; UV Max. 248,5 my, « 18800. 
CygH4yg02. Ber. C 84,32, H 9,43. 
Gef. C 84,20, H 9,55. 
3. Weitere 2-Methyl]-1.4-naphthochinone mit aliphatischer Seitenkette 
2-Methyl-3-[3’-athyl-penten-(2’)-yl]-1.4-naphthochinon (XIV): Aus 
3-Athyl-pentin-(1)-ol-(3), das von Thompson et al.® beschrieben ist, durch 
partielle Hydrierung, Kondensation mit 2-Methyl-1.4-naphthohydrochinon und 
Oxydation. 
Gelbe Kristalle; Schmp. 44°; UV Max. 249 mu, « 18 450. 
C,sH.)0,. Ber. C 80,56, H 7,51. 
Gef. C 80,50, H 7,63. 
2-Methy1-3-[3’-methyl-octadecen-(2’)-yl]-1.4-naphthochinon (XV): 
Aus 3-Methyl-octadecen-(1)-ol-(3), dessen Darstellung nachfolgend beschrieben 
wird. 
Gelbe Kristalle; Schmp. 52°; UV Max. 249 mu, « 18 750. 
Cy9Hy,02. Ber. C 82,51, H 10,16. 
Gef. C 82,26, H 10,45. 
3-Methyl-octadecin-(1)-ol-(3): Hergestellt aus Methyl-pentadecylketon 
durch Acetylenanlagerung. 
Sdp. 0,05 116°; Schmp. 32°. 
C,,H3,0. Ber. C 81,36, H 12,94. 
Gef. C 81,49, H 12,78. 
3-Methyl-octadecen-(1)-ol-(3): Hergestellt aus 3-Methyl-octadecin-(1)-ol- 
(3) durch partielle Hydrierung. 
Farblose Kristalle; Schmp. 32—33°. 
2-Methyl1-3-[3’.7’.11'.15’-tetramethyl-hexadecany]]-1.4-naphtho-chi- 
non [2-Methy]1-3-(6,y-dihydrophyty]l)-1.4-naphthochinonj(XVI): Aus total- 
synthetischem Vitamin K, nach Tishler et al.%. 


10 L, F. Fieser, M. Tishler, W. L. Sampson u. N. L. Wendler, J. 
Amer. chem. Soc. 62, 996, 1628, 2861 [1940]. 

11 L. Ruzicka u. G. Firmenich, Helv. chim. Acta 22, 392 [1939]. 

2 L. Ruzicka u. L. Castro, Helv. chim. Acta 28, 590 [1945]. 

13 A, F. Thompson, J. G. Burr u. E. N. Shaw, J. Amer. chem. Soc. 
63, 186 [1941]. 

14M. Tishler, L. F. Fieser u. N. L. Wendler, J. Amer. chem. Soc. 62, 
2866 [1940]. 

20* 
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Gelbes 01; nf? 1,5178. 


Cs,H,,0,. Ber. C 82,24, H 10,69. 
Gef. C 82,50, H 10,66. 
2-Methy1-3-[3’-pentadecanyl-octadecen-(2’)-yl]-1.4-naphthochinon 
(XVII): Aus 3-Pentadecyl-octadecen-(1)-ol-(3), dessen Darstellung nachfolgend 
beschrieben wird. 
Gelbes 1; n2? 1,5075; UV Max. 249 mu, ¢ 18 900. 
Cy.H,,0,. Ber. C 83,48, H 11,47. 
Gef. C 83,53, H 11,67. 
3-Pentadecyl-octadecin-(1)-ol-(3): Hergestellt aus Palmiton durch 
Acetylenanlagerung. 
Farblose Kristalle; Schmp. 54—55°. 
3-Pentadecyl-octadecen-(1)-ol-(3): Hergestellt aus 3-Pentadecyl-octa- 
decin-(1)-ol-(3) durch partielle Hydrierung. 
Farbloses, viscoses Ol; n2 1,4523. 
4, 2-Methyl-1.4-naphthochinone mit cyclisierter Seitenkette 
2-Methyl-3-[cyclohexyliden-athy]]-1.4-naphthochinon (XVIII): Aus 
1-Vinyl-1-cyclohexanol, das von Dimroth” beschrieben ist. 
Gelbe Kristalle; Schmp. 63—64°; UV Max. 249 my, « 18 670. 
C,H. .0,. Ber. C 81,39, H 7,19. 
Gef. C 81,22, H 7,24. 
2-Methy1-3-[decalyliden-athyl]-1.4-naphthochinon (XIX): Aus I- 
Vinyl-a-decalol, das von Dimroth” beschrieben ist. 
Gelbes O1; n2° 1,5935; UV Max. 249 my, « 18 500. 
C.3H.,0,. Ber. C 82,59, H 7,84. 
Gef. C 82,32, H 7,72. 
2-Methyl1-3-[5’-(2’.6’.6’’-trimethyl-cyclohexen-(1’’)-yl)-3’-methy]- 
penten-(2’)-yl]-1.4-naphthochinon(XX): Aus 5-[2’.6’.6’-Trimethyl-cyclohexen- 
(1’)-yl]-3-methyl-penten-(1)-ol-(3), das von Ruzicka et al.1® beschrieben ist. 
Gelbes O1; nZ? 1,5723; UV Max. 249 mu, « 18 800. 


Cog¢H320¢. Ber. C 82,93, H 8,57. 
Gef. C 82,64, H 8,87. 


5. 2-Methyl-1.4-naphthochinone mit phenylhaltiger Seitenkette 


2-Methyl-3-[3’-phenyl-buten-(2’)-yl]-1.4-naphthochinon (XXI): Aus 
3-Phenyl-buten-(1)-ol-(3)?”. 


Gelbes Ol, das bei langerem Aufbewahren kristallisiert; UV Max. 249 mp, e 31600. 
C,,H,,0,. Ber. C 83,42, H 6,00. 
Gef. C 83,21, H 6,17. 
2-Methyl-3-[3’-phenyl-butany]l]-1.4-naphthochinon (XXII): Aus 2- 
Methyl-3-[3’-phenyl-buten-(2’)-y1]-1.4-naphthochinon durch partielle Hydrierung 
mit Raney-Nickel und darauffolgende Oxydation mit Silberoxyd. 
Gelbe Kristalle; Schmp. 107°; UV Max. 248 my, «17 900. 


C.,;H,,0,. Ber. C 82,86, H 6,62. 
Gef. C 82,59, H 6,53. 


1% K. Dimroth, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 1333 [1938]. 
16 L. Ruzicka u. W. Fischer, Helv. chim. Acta 17, 633 [1934]. 
vv A. J. Lebedeva, J. Gen. Chem. U.S. S. R., 20, 431 [1950]. 
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2-Methy1-3-[3’-phenyl-propen-(2’)-yl]-1.4-naphthochinon (2-Methyl- 
3-cinnamyl-1.4-naphthochinon) (XXIII): Aus Zimtalkohol. Das Produkt 
wurde schon von Fieser et al.1® beschrieben. 
Gelbe Kristalle; Schmp. 124—125°; UV Max. 250 my, « 35 600. 


CyoH,,02. Ber. C 83,31, H 5,59. 
Gef. C 83,16, H 5,62. 


2-Methyl1-3-[3’-phenyl-propanyl]-1.4-naphthochinon (2- Methyl. 3- 
dihydro-cinnamy!]-1.4-naphthochinon) (XXIV): Aus 2-Methy]-3-[3’-phenyl- 
propen-(2’)-yl]-1.4-naphthochinon durch partielle Hydrierung mit Raney-Nickel 
und darauffolgende Oxydation mit Silberoxyd*. 

Gelbe Kristalle; Schmp. 48°; UV Max. 248 my, « 18100. 


CooHys02 Ber. C 82,73, H 6,25. 
Gef. C 82,39, H 6,10. 


Zusammenfassung 


24 Verbindungen der Vitamin-K-Reihe wurden synthetisiert und 
auf ihre antagonistische Wirksamkeit gegen Verbindungen vom Wir- 
kungstypus des Dicumarols gepriift. Als Wirkungskriterien dienten am 
Kaninchen die Verkiirzung der Prothrombinzeit und an der Ratte die 
Uberlebensquote nach Vergiftung mit Cumarinen in einem hierzu ent- 
wickelten Test. 

Fir einige Verbindungen der K-Reihe ist die Wirkung abhiangig 
von der verwendeten Tierart wie von dem Cumarin. Diese Varia- 
bilitat der Wirkung gilt besonders fiir die K-Praparate mit pheny]l- 
haltiger Seitenkette. Methylverzweigungen und Doppelbindungen in der 
Seitenkette sind fiir die Wirksamkeit férderlich, aber nicht notwendig. 
K-Praparate mit einer 3-stindigen Seitenkette von weniger als 8 C- 
Atomen zeigen keine Wirksamkeit. 

Von ausgeprigter Wirksamkeit sind Verbindungen, die im Aufbau 
der Seitenkette weitgehend mit dem Vitamin K, und dem Vitamin K, 
iibereinstimmen. Das Vitamin K, selbst zeigt volle Wirksamkeit bei 
der Hypoprothrombinimie des Kaninchens und im Uberlebenstest an 
der Ratte, unabhingig von der Art des verwendeten Cumarins. 


18 1. F. Fieser, W. P. Campbell, E. M. Fry u. M. D. Gates, J. Amer. 
chem. Soc. 61, 3216 [1939]. 
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Uber den Phosphatidstoffwechsel der Haut* 


Von 


G. Leonhardi, I. vy. Glasenapp und P. Krause 
Aus der Universitéits-Hautklinik Frankfurt a. M., Direktor: Prof. Dr. Dr. 0. Gans 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. August 1953) 
Herrn Professor Karl Thomas zum 70. Geburtstag 


Versuche mit radioaktiven Isotopen haben ergeben, daB zahlreiche Organe, 
wie z. B. Leber, Darm, Niere, Muskel und Gehirn, Phosphorlipoide synthetisieren 
kénnen!. Es wurde gefunden, daB8 Phosphatidmolekiile die Zellmembranen des 
Darmepithels und der Leber passieren kénnen, ohne vorher hydrolysiert zu werden?. 
Zwischen den Phosphatiden von Leber und Plasma sowie den Phosphatiden anderer 
Organe findet dagegen kein Austausch statt®. Damit ist die Vorstellung, daB die 
Phosphatide allgemein als Transportmittel fiir die Fettsiuren im Organismus 
dienen, hinfallig geworden. Es ist aber anzunehmen, daB die Phosphorlipoide eine 
Rolle beim Auf- und Abbau der Organfette spielen. 


Phosphatide sind auch stindige Begleitstoffe des Hautfettes*. In 
der Epidermis ist eine Lecithinase nachgewiesen worden®. Cholin, ein 
Baustein des Lecithins, wird vorwiegend in der Haut gespeichert und 
ausgeschieden®. Uber eine Phosphatidsynthese in der Haut oder Be. 
ziehungen des Phosphorlipoidstoffwechsels der Haut zu anderen Organen 
ist bisher jedoch nichts bekannt. Es wurde deshalb untersucht, ob die 
Haut zu einer autonomen Phosphatidsynthese befahigt ist oder ob die 
Phosphorlipoide der Haut aus dem Plasma und damit der Leber 
stammen. 

Anorganischer *2P in Form von Phosphorsiure wurde Ratten zu- 
sammen mit Lebertran oral verabreicht. Darauf wurde in verschiedenen 
Zeitabstainden die Aktivitaét des Gesamtphosphors (Gesamt-P) und des 
Monoaminophosphatid-Phosphors [(MAP-P) in der Leber und der Haut 
bestimmt. 

Abb. 1 gibt den Gehalt an Gesamt-**P von Leber und Haut wieder. 
Die angegebenen Werte wurden als spezifische Aktivitat, d. h. als prozen- 


* Die Untersuchungen wurden mit Mitteln der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft ausgefihrt. 

1 J. Perlman, 8S. Ruben u. I. L. Chaikoff, J. biol. Chemistry 122, 169 
[1937/38]; I. L. Chaikoff u. D. B. Zilversmit, Advances Biol. Med. Phys. 1, 
321 [1948]. 

2 C. Artom u. M. A. Swanson, J. biol. Chemistry 175, 871 [1948]. 

3 M.C. Fishler, C. Entenman, M.L.Montgomery u. I. L. Chaikoff, 
J. biol. Chemistry 150, 47 [1943]; C. Entenman, I. L. Chaikoffu. D. B. Zilvers- 
mit, J. biol. Chemistry 166, 15 [1946]; D. S. Goldman, I. L. Chaikoff, W. O. 
Reinbardt, C.Entenman u. W.G.Dauben, J. biol. Chemistry 184, 727 
[1950]. 

4 K. Felix, Arch. Dermatol. 184, 140 [1943]; I. v. Glasenapp u. G. Leon- 
hardi, Arch. Dermatol. 196, 148 [1953]. 

5 A. E. Porter, Miinch. med. Wschr. 1914, 1775; Biochem. J. 10, 523 
[1916]. 

6 Ph. Ellinger, Miinch. med. Wschr. 1914, 2336. 
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tualer Anteil des radioaktiven Phosphors am Gesamt-P berechnet. Die 
Ergebnisse zeigen sowohl in der Leber als auch in der Haut einen steilen 
Anstieg der Aktivitét mit einem Gipfel nach 8 Stdn., wobei der **P- 
Gehalt der Leber das Dreifache des **P-Gehaltes der Haut betragt. 
Die Aktivitét der Leber fallt darauf steiler als die der Haut wieder ab 
und betrigt nach 24 Stdn. nur noch etwa das Doppelte der Aktivitat 
der Haut. Beide Kurven nihern sich also, um im weiteren Verlauf ein 
konstantes Niveau einzuhalten. 
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Abb. 1. Gesamtgehalt an *2P in der Leber (I) und in der Haut (II) in verschiedenen 
Zeitabstanden nach oraler Verabreichung von H,°*PO, an Ratten. 


Die Abb. 2 gibt den Gehalt von Monoaminophosphatid-*? Phosphor 
(MAP-*2P) in verschiedenen Zeitabstiinden nach oraler Verabreichung 
von anorganischem *2P in Leber und Haut wieder. Die angegebenen 
Werte wurden ebenfalls als prozentualer Anteil von radioaktivem 
MAP-P am Gesamt-MAP-P berechnet. In der Leber wird nach einem 
steilen Anstieg der Gipfel nach 8 Stdn. erreicht. Danach sinkt 
die Aktivitat kontinuierlich wieder ab. In der Haut betragt die Aktivitat 
nach 8 Stdn. nur etwa 1/, der Leberaktivitit; sie steigt jedoch im 
weiteren Verlauf noch an und betragt nach 72 Stdn. etwa das Doppelte 
der Leberaktivitaét. Der fiir die Leber gefundene Kurvenverlauf ent- 
spricht dem in der Literatur angegebenen!. 

Damit wird bestitigt, daB anorganischer *2P in der Leber in die 
Phosphorlipoide eingebaut wird. Die Ergebnisse zeigen, daB der Phos- 
phatidstoffwechsel der Leber wesentlich aktiver als der der Haut ist. 
In dem MaBe, wie die Aktivitat des MAP-P der Leber nach Erreichen 
eines Maximums abfallt, steigt aber die Aktivitaét der Haut an. Es hat 
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demnach den Anschein, als ob der markierte MAP-P der Haut aus der 
Leber stammt. Um diese Annahme zu stiitzen, wurden Versuche an 
hepatektomierten Ratten durchgefiihrt. 

Wenn die Haut. selbstindig Phosphatide synthetisieren kénnte, 
dann miiBte bei Tieren, denen die Leber herausgenommen wurde, der 
Anteil des MAP-P in der Haut nach Verfiitterung von anorganischem 
82P derselbe bleiben wie bei normalen Tieren*. Eine totale Exstirpation 
der Leber erwies sich bei Ratten jedoch als undurchfiihrbar. Eine Reihe 
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Abb. 2. Gehalt an Monoaminophosphatid-**Phosphor in der Leber (I) und in 
der Haut (II) in verschiedenen Zeitabstaénden nach oraler Verabreichung von 
H;PO, an Ratten. 


von Versuchstieren wurde deshalb partiell hepatektomiert’. Die Ergeb- 
nisse dieser Versuche zeigt Tab. 1. 8 Stdn. nach der partiellen Hepat- 
ektomie ist der verbliebene Leberrest reicher an Gesamt-*?P als die 
normale Leber; demgegeniiber ist der Gesamt-**P-Gehalt der Haut 
deutlich erniedrigt. Der markierte MAP-P ist in Leber und Haut 
geringer als bei nicht-operierten Tieren. Scheinoperierte Tiere ver- 
hielten sich wie Normaltiere. In der Leber wird offenbar zur Zell- 
regeneration viel Phosphat bendtigt, und es werden groBe Mengen 
Gesamt-P eingelagert*. In der Haut nimmt aus diesem Grunde das 
Angebot an Gesamt-**P ab. Die spezifischen Aktivitaéten des MAP-P 
sind deshalb untereinander nicht vergleichbar, da in Leber und Haut 
der operierten Tiere unterschiedliche **P-Mengen fiir die Synthese zur 
Verfiigung stehen. 

Um diesen Unterschied zu beriicksichtigen, wurde die relative 
spezifische Aktivitaét berechnet (Tab. 1). Der Berechnung legten wir 


? G.M. Higgins u. R.M. Anderson, Arch. Pathol. 12, 186 [1931]. 
8 R.M. Johnson u. §. Albert, Arch. Biochem. Biophysics 85, 340 [1952]. 
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Tab. 1. Gesamtphosphor und MAP-Phosphor bei normalen (A) und partiell 
hepatektomierten Tieren (B) nach oraler Zufuhr von H,°*POQ,. 





A B 
heal Leber Haut Leber Haut 
* | Ges..P MAP-P| Ges..P MAP-P || Ges.-P MAP-P] Ges.-P MAP-P 








spezif. 
Akt. 28,2 23,0 9,1 6,0 36,3 5,85 2,7 1,18 


relat. 
spezif. 81,6 65,9 16,1 43,7 
Akt. 




















die spezifischen Aktivititen des Gesamt-P und des MAP-P zugrunde, 
da die unmittelbare Vorstufe der Phosphorlipoide noch nicht sicher 
bekannt ist. Es mu8 jedoch angenommen werden, da in dem nach der 
Operation verbleibenden Leberrest der Gesamt-P nicht in dem MaBe 
wie bei normalen Tieren zur Phosphorlipoidsynthese zur Verfiigung 
steht®. Deshalb wird die Beurteilung der relativen spezifischen 
Aktivititen der Leber schwierig und der angegebene Wert ist sicher 
zu niedrig. Die spezifische Aktivitét der Haut zeigt hingegen bei 
den operierten Tieren eine signifikante Verminderung, d. h. der 
Quotient Gesamt-#P : MAP-*P ist bei operierten Tieren gegeniiber der 
Norm erniedrigt. Der Wert fiir MAP-P in der Haut liegt bei Annahme 
einer selbstaindigen Synthese demnach zu niedrig. Dieses Ergebnis 
]éBt aber noch nicht auf eine véllige Abhingigkeit des Phosphatid- 
stoffwechsels der Haut von der Leber schlieBen. 

In einem weiteren Versuch priften wir deshalb die Verteilung 
von Lipoid-*?P in Leber und Haut nach Verfiitterung von markierten 
Phosphatiden. Die Ergebnisse zeigt Tab. 2. Zum Vergleich wurden die 
entsprechenden Werte nach Verfiitterung von anorganischem *P 
angefiihrt. Dabei zeigte es sich, da das Verhaltnis von Gesamt- 
82P : MAP-*P nach Verfiitterung von markierten Phosphatiden in Leber 
und Haut wesentlich zugunsten des MAP-*P verschoben ist, d.h. der 


Tab. 2. Verteilung von Lipoid-®*P in Leber und Haut nach Verfiitterung von 
H,®2PO, (A) und markiertem MAP (B). 














isis A B 
48 a q Leber Haut Leber Haut 
n. 
Ges.-P MAP-P| Ges.-P MAP-P|| Ges.-P MAP-P| Ges..P MAP-P 
°/9 des 
<a 0,57 0,075 | 0,046 0,008 || 0,33 0,1 | 0,06 0,026 
g Gewicht 
peered 8:1 6:1 3:1 2:1 
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Anteil von Phosphatid-**P ist gréBer als nach Verfiitterung von an- 
organischem *P. Die Differenz zwischen Gesamt-®2P und MAP-%2P 
diirfte durch hydrolytische Spaltung im Gewebe bedingt sein. 


Die verfiitterten Phosphorlipoide gelangen iiber den Darm in die 
Leber und von da in das Blut. Wie oben erwihnt, werden die Plasma- 
phosphorlipoide nicht an Niere, Muskel, Gehirn usw. abgegeben; diese Or- 
gane kénnen Phosphatide selbstindig aufbauen. Wire auch die Haut zu 
einer solchen extrahepatischen Synthese befihigt, dann diirften dort 
keine verfiitterten Phosphatide nachweisbar sein. Die Annahme einer 
Synthese allein aus dem in der Leber hydrolytisch entstandenen an- 
organischen **P, der auf dem Blutweg in die Haut gelangt, wiirde zur 
Erklarung nicht ausreichen, da die Lipoidquote gegeniiber den Ver- 
suchen mit anorganischem **P héher liegt. 

SchlieBlich wurden Versuche in vitro durchgefiihrt, um eine Phos- 
phatidsynthese in der Haut auszuschlieBen. Dabei wurden Haut- 
schnitte in Krebs-Ringer-Phosphatlésung mehrere Stunden lang 
inkubiert. Die Aktivitaéten der Hauptversuche lagen 0,1—6/, tiber 
denen der Leerversuche. Diese Differenzen erwiesen sich aber nicht 
als signifikant. Eine Synthese in vitro von Monoaminophosphatiden 
in der Haut ist demnach nicht wahrscheinlich. 


Aus diesen-Ergebnissen kann man schlieBen, daB die Haut zu einer 
wesentlichen selbstiindigen Phosphatidsynthese nicht befihigt zu sein 
scheint, sondern ihren Bedarf in erster Linie aus den Plasmaphosphatiden, 
d.h. aus den Phosphatiden der Leber und der Nahrung deckt. 


Beschreibung der Versuche 


1. Material 


Der radioaktive Phosphor wurde in Form von H,**PO, verwendet. Das 
Praparat wurde mit aqua dest. soweit verdiinnt, da8 den Tieren eine durchschnitt- 
liche Aktivitét von 240 uC verabreicht wurde. 


2. Messung und Berechnung 


Die Messung der Aktivitaét erfolgte im Geiger-Miiller-Zahlrohr FH 41. Das 
radioaktive Material wurde auf einen Rundfilter Schleicher & Schill Nr. 593, 
@ 4cm, aufgebracht, mit Tesafilm auf einer Postkarte iiberklebt und das Filter 
ausgeschnitten. Die Aktivitat des Priparates wurde so gewahlt, daB etwa 500 bis 
3000 Impulse/Min. gezaihlt werden konnten. Vor Beginn der Versuche wurde das 
Praparat stets nachgemessen und die eigenen MeSergebnisse den Berechnungen 
zugrunde gelegt. 

In den Tierversuchen erfolgte die Berechnung der gefundenen Aktivitaét in 
Prozenten der verabreichten Aktivitét, bezogen auf 1 g Organfeuchtgewicht. Die 
spezif. Aktivitét wurde errechnet aus: 

g P prog Gewebe: % *P prog Gewebe = 100: x 
Die relative spezif. Aktivitaét wurde errechnet aus: 
spezif. Akt. des Gesamt-P: spezif. Akt. des MAP-P = 100:% 


Die angegebenen Zahlen stellen Mittelwerte aus je 3 Versuchen dar. 
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3. Kritische Schichtdicke 


Die Bestimmung des **P als anorganischer Phosphor erfolgte durch Zusatz 
einer abgemessenen Menge von Na,HPO, und anschlieBender Fallung des 
Phosphors als Phosphorammoniummolybdat. Da mit zunehmender Schicht- 
dicke des gefallten Materials die Impulse durch Absorption der Strahlen abnehmen, 
wurde zuniachst die kritische Schichtdicke bestimmt, bei welcher gerade keine 
Absorption mehr auftritt. Zu diesem Zwecke wurden zu radioaktiven Phosphor- 
sdurelésungen mit konstanter Aktivitaét steigende Mengen Na,HPO, zugesetzt, 
gefallt und wie iiblich gemessen. Es zeigte sich, daB bei Zusatz von mehr als 5 mg 
Na,HPO, die Impulszah] abnahm. 

Die exakte Schichtdicke in mg/cm? wurde nicht berechnet, da die Leerwerte 
(Unterlage + Filter + Tesafilm) in 10 Wagungen betrachtlich differierten. 


4. Tierversuche 


WeiBe Ratten beiderlei Geschlechts mit einem durchschnittlichen Gewicht 
von 210 g erhielten ein gemischtes Futter. Nach 12 Stdn. Hungern wurde morgens 
8h in Athernarkose mit der Magensonde 1 ccm der Lésung von H,°*PO, sowie 
1 ccm Lebertran verabreicht. In der Folgezeit wurden die Tiere wie iiblich ge- 
fiittert. Nach 30 Min., 2, 5, 8, 12, 24, 48 bzw. 72 Stdn. wurden je zwei Tiere durch 
Genickschlag getétet und durch Halsschnitt entblutet. Die Leber wurde heraus- 
prapariert, griindlich gewaschen und gewogen. Das Fell wurde vollstandig ab- 
gezogen, auf ein Praparierbrett gespannt und das Unterhautfettgewebe sorgfaltig 
abprapariert. Der anhaftende Fettfilm wurde mit einem Athertupfer vorsichtig 
abgewischt. Darauf wurde die Haut in cranio-caudaler Richtung in zwei annahernd 
gleiche Halften geteilt, welche unter flieBendem Wasser gewaschen, zwischen 
Filtrierpapier getrocknet und gewogen wurden. 


5. Partielle und totale Hepatektomie 


Die Operation wurde in Athernarkose durchgefiihrt und dauerte etwa 10 Min. 
Es wurde zuniachst ein etwa 4 cm langer Medianschnitt bis zum Proc. Xiphoideus 
und von da aus im rechten Winkel ein weiterer etwa 3 cm langer Schnitt am rechten 
Rippenbogen entlang gelegt. Der dann freiliegende Mittellappen sowie der linke Seiten- 
lappen der Leber wurden mit einem Mulltuch gefaBt, mobilisiert und mit einem schma- 
len Leinwandstreifen eine Ligatur am Leberstiel gelegt. Darauf wurden beide Lappen 
etwa 3mm oberhalb der Ligatur excidiert und gewogen. Bei der Exstirpation 
trat keine nennenswerte Blutung ein. Bei der totalen Hepatektomie wurden darauf 
der rechte Seitenlappen sowie der schwer zugingliche Lobus caudatum in gleicher 
Weise mobilisiert, unterbunden und excidiert. Das Abdomen wurde in zwei Lagen 
in fortlaufender Naht geschlossen; zunichst Peritoneum und Muskeln, darauf die 
Haut. AnschlieBend erhielten die Tiere sofort die radioaktive Phosphorsaure- 
lésung in der iiblichen Weise oral verabreicht. Die Tiere wurden dann unter 
eine Heizsonne gesetzt und hatten sich nach etwa 3 Stdn. vollstandig erholt. Sie 
erhielten kein Futter mehr, jedoch reichlich 20-proz. Dextroselésung zu trinken. 


Die total hepatektomierten Tiere erhielten unmittelbar nach der Operation 
sowie weiter in Abstanden von 30 Min. subcutane Injektionen von physiol. Trauben- 
zuckerlésung. Sie erholten sich wesentlich schneller als die partiell hepatekto- 
mierten Ratten, starben jedoch nach etwa 2 Stdn. Bei der Sektion sahen wir stets 
ausgedehnte Blutungen im Bauchraum sowie in der Lunge und Luftréhre. 

Die iiberlebenden Tiere wurden nach 8 Stdn. getétet und Haut sowie Leber- 
rest in der angegebenen Weise prapariert. Das Kérpergewicht hatte nach der 
Operation nicht abgenommen. Der Leberrest, etwa 52°/, der Gesamtleber, war in 
den meisten Fallen entweder anaimisch oder himorrhagisch infarziert. 

Als Kontrollen dienten scheinoperierte sowie nicht operierte Ratten. Bei der 
Scheinoperation wurde das Abdomen gedffnet, die Leber mobilisiert, darauf wieder 
in die alte Lage gebracht und das Abdomen wie iiblich geschlossen. 
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6. Bestimmung des Gesamt-*P 


a) Die Leber und jeweils eine Hauthailfte wurden mit Saéuregemisch nach 
Neumann in 250 ccm fassenden Kjeldahlkolben verascht: Es wurden 10 ccm 
konz. Schwefelsiure und 10 ccm konz. Salpetersiiure zugegeben und auf mittel- 
groBer Flamme solange erhitzt, bis die braunen Dimpfe abgeraucht waren. Beim 
weiteren Erhitzen trat erneut Dunkelfarbung der Fliissigkeit ein, worauf wieder 
etwa 10 ccm konz. Salpetersiure zugegeben wurden. Dies wurde solange wieder- 
holt, bis die Fliissigkeit klar war. Darauf wurde noch mehrere Male mit je 10 ccm 
Perhydrol je 20 Min. erhitzt, bis die Lésung farblos blieb. 

b) Das Veraschungsprodukt wurde mit Wasser auf 100 ccm aufgefiillt und 
von dem der Leber 0,1 com (= 14/999 der gesamten Leber) sowie 1 ccm von dem 
der Haut (= 1/599 der Gesamthaut) abpipettiert. Dazu wurden 2,5 ccm einer 
Lésung von 1,187 g Na,HPO,/I als Carrier gegeben, sowie 5 ccm 10-proz. Schwefel- 
siure und 10 ccm einer kaltgesittigten Ammoniumnitratlésung. Das Gemisch 
wurde auf dem Drahtnetz erhitzt, bis gerade Blischen aufstiegen, und darauf mit 
5ccm einer kaltgesittigten Ammoniummolybdatlésung versetzt. Es entstand 
sofort ein dichter gelber Niederschlag, der sich beim Erkalten absetzte. Nach 
dem Abkiihlen wurde der Niederschlag auf der Filternutsche nach Hahn auf einem 
Hartfilter (s. Abs. 2) abgesaugt und mit salpetersiurehaltigem Wasser gut ge- 
waschen. Der Durchlauf ergab bei Priifung mit Aminonaphtholsulfoséure-Reagens 
keine Blaufirbung mehr. Das Filter wurde an der Luft getrocknet und mit Tesa- 
film tiberklebt. 


7. Bestimmung der radioaktiven Monoaminophosphatide 

a) Die Leber wurde mit Quarzsand verrieben und mit einer Mischung von 
Aceton-Alkohol i. Y. 1: 1 mindestens 12 Stdn. in der Kalte extrahiert. Darauf 
wurde das Extraktionsmittel erneuert und nochmals '/, Stde. am RiickfluBkiihler 
gekocht. Eine Hauthalfte wurde mit der Schere zerkleinert und dreimal 1/, Stde. 
am RiickfluBkihler mit Aceton-Alkohol extrahiert. Dann wurden die vereinigten 
Organextrakte filtriert und das Lésungsmittel im Vakuum unter Einleiten von 
Stickstoff verjagt. Der Fettriickstand wurde in Petrolither aufgenommen und mit 
einer waBrigen Na,HPO,-Lésung ausgeschiittelt, um wasserlésliche **P-Fraktionen 
zu entfernen. Darauf wurde die Petrolatherlésung zur Entfernung. des Wassers 
durch eine Natriumsulfatsiule gesaugt, welche anschlieBend mit Petrolather ge- 
waschen wurde. Der Durchlauf wurde auf 100 ccm aufgefiillt. 

b) 1 ccm des Leberextraktes (= 4/19, der Gesamtleber) sowie 10 ccm des 
Hautextraktes (= 1/9 der Gesamthaut) wurden abpipettiert und die Hautextrakte 
im Vakuum auf etwa 1 ccm eingeengt. Hierauf lief man 10 ccm Aceton schnell 
zuflieBen. Die entstandene Triibung wurde mit dem Glasstab solange geriihrt, 
bis sie ausflockte. Um den Niederschlag zu vervollstaéndigen, gab man noch 2 
Tropfen kaltgesittigte alkoholische MgCl,-Lésung hinzu. Der weiBe Niederschlag 
wurde auf der Filternutsche nach Hahn abgesaugt, mit Aceton gewaschen und 
darauf das Filter auf einer Postkarte mit Tesafilm iiberklebt. 


8. Quantitative Bestimmung des Gesamtphosphors 


1 ccm der Veraschungslésung der Haut und 0,1 ccm der Veraschungslésung 
der Leber wurden mit konz. Ammoniak mit m-Nitrophenol als Indikator neu- 
tralisiert, mit 10 com Ammoniummolybdat und 1 ccm Aminonaphtholsulfosiure- 
Reagens versetzt und auf 50 ccm aufgefiillt. Die Blaufarbung wurde im Stufen- 
photometer mit Filter 8 72 in der 2 cm-Kiivette gemessen, auf einer Eichkurve 
abgelesen und auf 1 g Organgewicht umgerechnet. ° 


9. Quantitative Bestimmung der Monoaminophosphatide 


Aus 1 ccm des Leberextraktes sowie 10 ccm des Hautextraktes wurden die 
Monoaminophosphatide mit Aceton + MgCl, gefallt, der Niederschlag abzentri- 
fugiert, die iiberstehende Fliissigkeit dekantiert und der Niederschlag in wenig 
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Petrolather wieder aufgenommen. Die Petrolatherlésung wurde in einen Kjeldahl- 
kolben iiberfiihrt, abgedampft und darauf mit 2 ccm konz. Schwefelsiure und 
0,5 com Perhydrol verascht. Die weitere Bestimmung und Berechnung des P 
erfolgte wie unter Abs. 8 beschrieben. 


10. Darstellung von markierten Monoaminophosphatiden 

Nach Verfiitterung von H,®2PO, wurden Haut und Leber wie iiblich extra- 
hiert. Die Petrolatherlésungen der Fettextrakte wurden vereinigt und im Vakuum 
unter Einleiten von Stickstoff bis auf ein kleines Restvolumen von etwa 3 ccm 
eingeengt. Dies wurde in ein 100 ccm fassendes Zentrifugenglas iibergefiihrt, die 
Monoaminophosphatide mit 20 ccm Aceton und einigen Tropfen Magnesium- 
chlorid gefallt und mit einem Glasstab solange geriihrt, bis sich der Niederschlag 
grobflockig absetzte. Darauf wurde der Niederschlag bei geringer Tourenzahl 
abzentrifugiert, die iiberstehende Fliissigkeit dekantiert und der Niederschlag 
noch zweimal mit Aceton gewaschen. Dann wurde der Niederschlag erneut in einer 
abgemessenen Menge Petrolither aufgenommen und in einem aliquoten Teil die 
Aktivitét gemessen. Der Rest wurde auf dem Wasserbad eingeengt, mit Olivendl 
vermischt, der Petrolither vollstindig verjagt und mit Olivené] auf 4 ccm auf- 
gefiillt. Je 1 com der Lésung von radioaktiven Mono-aminophosphatiden in Olivenél 
wurde mit der Magensonde an Ratten verfiittert. Die Tiere wurden nach 48 Stdn. 
getétet und Haut und Leber wie beschrieben auf Gesamt-P und Phosphatid-P 
aufgearbeitet. 


11. In-vitro-Versuche 


Die Riickenhaut von Ratten wurde enthaart. Am folgenden Tage wurden die 
Tiere getétet, das Fell abgezogen und das Unterhautfettgewebe sorgfaltig abpra- 
pariert. Die enthaarte Haut wurde gewogen urd mit der Schere zerkleinert. Etwa 
2 g der Haut wurden in 20 ccm einer Krebs-Ringerlésung (pq 7,0), der etwa 0,3 mC 
H,”PO, zugesetzt war, 4 Stdn. bei 37° inkubiert. Als Leerversuch diente ein 
gleicher Ansatz, dem 5 ccm einer 5-proz. Trichloressigsiurelésung zugesetzt wur- 
den. Nach 4 Stdn. wurden wurden die Schnitte auf einer Filternutsche abgesaugt, 
mit Phosphatpuffer gewaschen und darauf das Fett, wie unter Abs. 7 beschrieben, 
extrahiert. Die Petrolitherlésung der Hauptlipoide wurde so lange mit einer ge- 
sittigten waBrigen Lésung von sek. Natriumphosphat gewaschen, bis im Wasch- 
wasser keine nennenswerte Aktivitét mehr nachweisbar war. Die Fallung und 
Messung der Monoaminophosphatide erfolgte wie unter Abs. 7 beschrieben. 


Frau Else Schmitt hat uns bei der Durchfiihrung der Versuche wertvolle 
technische Hilfe geleistet. 


Zusammenfassung 


Nach oraler Verabreichung von H,°2PO, an Ratten wurden in der 
Leber und der Haut markierte Phosphatide nachgewiesen. In dem 
MaBe, wie die markierten Phosphatide aus der Leber verschwinden, 
nehmen die der Haut zu. Nach partieller Hepatektomie sind weniger 
markierte Monoaminophosphatide in der Haut nachweisbar als bei 
Normaltieren. Oral zugefiihrte markierte Phosphatide werden un- 
verindert in der Leber und der Haut wiedergefunden. Mit H,°*PO, 
bebriitete Hautschnitte enthalten keine markierten Phosphorlipoide. 

Die Haut scheint demnach keine Phosphatide zu synthetisieren, 
sondern bezieht dieselben aus dem Plasma und damit der Leber oder 
direkt aus der Nahrung. 
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Vitamin E-Aktivitat einiger Tocopherolderivate 
und verwandter Substanzen * 
Ein Beitrag zur Kenntnis struktureller Voraussetzungen 
fiir biologische Aktivitat 
Von 
Milton C. Farber, Anne E. Milman und Ade T. Milhorat 


Aus den Abteilungen fiir Psychiatrie und Medizin, Cornell University Medical College, dem Russe?! 
Sage Institut fiir Pathologie und dem New York Hospital, New York 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. August 1953) 
Herrn Prof. Thomas zum 70. Geburtstag gewidmet 


Vor kurzem wurde aus diesem Laboratorium berichtet, daB «-Toco- 
pheryl-chinon (I) und «-Tocopheryl-hydrochinon (II)! ebenso wie einige 
Ester des Hydrochinons? imstande sind, die beim Kaninchen durch 
Mangel an Tocopherol (Vitamin E) hervorgerufene muskulare Dystrophie 
zu verhindern oder zu heilen. Anderseits kann die fétale Resorption 
bei weiblichen Ratten, eine andere Folge des Mangels an Vitamin E, 
nicht verhindert werden durch Zufuhr der Komponenten I oder II. 
Auf Grund von Beobachtungen mit dieser Methode, welche die meist- 
benutzte fiir den biologischen Test von Vitamin E ist, wird von «-Toco- 
pherylchinon berichtet, da dieses Anti-VitaminE-Wirkung besitzt*. 
Fétale Resorption auf Grund von Vitamin E-Mangel wurde jedoch nur 
an Ratten und Mausen nachgewiesen, wo hingegen gewisse Formen 
muskularer Dystrophie, die vom Mangel an Vitamin E herriihren, bei 
vielen Tierarten beobachtet wurden, auBer bei Ratte und Maus auch bei 
Kaninchen, Meerschweinchen, Hamster, Schaf, Kiiken, Ente, Hund 
und Guppy-Fisch. Im Hinblick auf diese Tatsachen unternahmen wir 
die vorliegenden Untersuchungen, um die Anti-Dystrophie-Aktivitat 
von Verbindungen, die dem «-Tocopherol und der Verbindung I ver- 
wandt sind, bei Kaninchen zu studieren, und um die Ergebnisse mit 
denen des fétalen Resorptionstestes bei Ratten zu vergleichen, soweit 
entsprechende Daten verfiigbar waren. 

Folgende Verbindungen wurden untersucht: Tocopheramin-Hydro- 
chlorid (III), ,,x«-Tocopheroxyd‘‘ von Boyer (IV), Trimethyl-phythyl- 








* Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Muscular Dystrophy Associations 
of America, Inc. und der Association for the Aid of Crippled Children. 

1 J.B.Mackenzie, H.Rosenkrantz, S.Ulick u. A.T.Milhorat, 
J. biol. Chemistry 188, 655 [1950]. 

2M.C. Farber, J.B. Mackenzie, H. Rosenkrantz u. A. T. Milhorat, 
J. biol. Chemistry 190, 445 [1951]. 

3 P, Karrer, H. Salomon, u. H. Fritzsche, Helv. chim. Acta 21, 309 
[1938]; W. John, E. Dietzel u. W. Emte, diese Z. 257, 173 [1939]; P. Karrer 
u. A. Geiger, Helv. chim. Acta 28, 455 [1940]; C. Golumbic u. H. A. Mattill, 
J. biol. Chemistry 184, 535 [1940]; M. D. Wright u. J.C. Drummond, Biochem. 
J. 84, 32 [1940]; A. Issidorides u. H. A. Mattill, J. biol. Chemistry 188, 313 
[1951]. : 
4D.W. Woolley, J. biol. Chemistry 159, 59 [1945]. 
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benzochinon (V), Trimethyl-dihydrophythyl-benzochinon (VI), Tri- 
methyl-benzochinon (VII), «-Tocopheryl-orthochinon (VIII), Thio- 
tocopherol-acetat (IX) und Mercapto-tocopherol (X) in Form seines 
Thiol-acetates (XI). 


CH, CH, 
Hc. A 0 oe HA A 0 /CH, 
i 
| | H,°C,;H3, | | CH,-C,;Ha1 
of ~~ ii Seal 
I V 
CH, CH, 
H,C\ A /8\ Ads H,C\ D» /O\ Ady 
| J J J | 7” H,°C,,H5; 
cH,coo” \ HS ba 
CH, CH, 
Ix x 


Darstellung des Materials 


III wurde von Merck & Co., Rahway, New Jersey, erhalten. 

IV wurde nach dem Verfahren von Boyer® hergestellt. 

V und VI wurden nach dem Verfahren von Tischler, Fieser und Wendler® 
hergestellt. Es war nétig, die Reaktionsmischung sehr griindlich mit Kalium- 
hydroxyd-Natriumhydrosulfit-Lésung zu extrahieren, um den groBen Uberschu8 
des als Ausgangsmaterial verwendeten Trimethylhydrochinons zu entfernen und 
soweit wie méglich in einer inerten Atmosphiare zu arbeiten, um das Produkt 
vor Oxydation zu schiitzen. 

VII wurde dargestellt nach dem Verfahren in ,,Organic Reactions‘‘’. 

VIII, dargestellt durch Oxydation von d,l-«-Tocopherol mit Salpetersaure, 
wurde gereinigt durch chromatographische Adsorption an Kieselséure-Celit nach 
dem Verfahren von Swift und Mitarbeitern®. 

IX wurde dargestellt nach der Methode von Karrer und Leiser®. 

X wurde hergestellt durch Umsetzung von diazotiertem Tocopheramin mit 
Kalium-athyl-xanthat und durch Acetylierung in XI iibergefiihrt. Einzelheiten 
dieses Verfahrens und der Strukturbeweis werden anderswo verdffentlicht. 


Methodik 


Junge Chinchilla-Kaninchen beiderlei Geschlechts wurden auf der halb- 
gereinigten VitaminE-Mangel-Diit von Goettsch und Pappenheimer!® 
wahrend geniigend langer Zeit gehalten, um erndhrungsbedingte muskulare 


5 P.D. Boyer, J. Amer. chem. Soc. 78, 733 [1951]. 

®° M. Tischler, L. F. Fieser u. N.L. Wendler, J. Amer. chem. Soc. 62, 
2861 [1940]. 

7 J.Cason, ,,Organic Reactions‘, Vol. IV, p. 312. John Wiley and Sons, 
Inc., New York, 1948. 

§ C.E. Swift, G. E.Mann u. G.S8. Fischer, Oil and Soap 21, 317 [1944]. 

® P. Karrer u. P. Leiser, Helv. chim. Acta 27, 678 [1944]. 

10 M. Goettsch u. A.M. Pappenheimer, J. exp. Med. 54, 145 [1931]. 
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Dystrophie herbeizuftihren. Taglich wurde die Kreatinausscheidung bestimmt 
sowie Nahrungsaufnahme und Veranderungen des Kérpergewichts festgestellt. 
Erhéhte Kreatinausscheidung im Harn wurde als Kriterium des Dystrophie- 
Stadiums nach dem Verfahren von Mackenzie™ benutzt. Die untersuchten 
Verbindungen wurden oral oder parenteral in einer Lésung von vitamin-E-freiem 
Sesamél oder in einem Falle (IV) in Athanol/Propylenglykol (1:9) zugefiihrt. 
Verbindungen, die beim dystrophischen Kaninchen eine Verminderung des Kreatins 
im Harn um mindestens 20 mg pro Tag verursachten, zugleich sichtbar durch 
Appetit, Wachstum und Verlangerung der Lebensdauer in Abwesenheit von 
Vitamin E, wurden als Trager anti-dystrophischer Wirksamkeit angesehen. Die 
inaktiven Verbindungen wurden dann in groBen Mengen an mit Vitamin E ge- 
fiitterte Kaninchen verabfolgt, um bei der einen oder anderen Verbindung etwaige 
antagonistische Wirkungen im Stoffwechsel gegenitiber «-Tocopherol herauszufinden. 

Kreatin und Kreatinin wurden im Harn nach einer Halbmikro-Methode, 
einem abgewandelten Verfahren nach Folin, unter Anwendung von Druck 
bestimmt. 


Ergebnisse und Diskussion 


Die Ergebnisse dieser Versuche an Kaninchen mit ernahrungs- 
bedingter muskulirer Dystrophie zeigt Tab. 1; soweit Literaturangaben 
vorlagen, sind die entsprechenden Aktivitaten im fotalen Resorptions- 
test bei Ratten beigefiigt. Neben «-Tocopherol selbst waren Toco- 
pheramin (III), ,,x-Tocopheroxyd“ (IV) und vielleicht Mercapto-toco- 
pherol-acetat (XI) aktiv sowohl bei Ratten als auch bei Kaninchen. 
Zweifelhaft ist der Fall XI wegen der groBen Dosis, die verwandt wurde, 
um ein positives Ergebnis beim Kaninchen zu erhalten, denn diese Dosis 
war geniigend groB, um moglicherweise als Verunreinigung heilende 
Mengen von Tocopherol zu enthalten. «-Tocopherol-orthochinon (VIII) 
und Thiotocopherol-acetat (IX) waren bei beiden Tierarten inaktiv, 
Trimethyl-benzochinon (VII) war beim Kaninchen inaktiv und wurde 
bei der Ratte nicht getestet, wihrend auBer «-Tocopheryl-chinon (I) 
und «a-Tocopheryl-hydrochinon (II) auch Trimethyl-phythyl-benzo- 
chinon (V) und méglicherweise Trimethyl-dihydrophythyl-benzochinon 
(VI) beim Kaninchen, aber nicht bei der Ratte aktiv waren. Die hohe 
Dosis ist wieder verantwortlich fiir die zweifelhafte Wirkung von VI. 
Keine Verbindung der gepriiften Reihe (auch sonst wurde bisher keine 
gefunden) zeigte Wirksamkeit bei der Ratte und Inaktivitaét beim 
Kaninchen. Die Zufuhr groBer Mengen der Verbindungen VI, IX und XI 
an mit Vitamin E zusatzlich versorgte Tiere zeigte keine Anti-Vitamin-E- 
Aktivitat. 

Wir nehmen nicht an, daB die Dosen der Tab. 1 die kleinsten 
Mengen dieser Verbindungen darstellen, die noch wirksam gewesen 
waren. Das Ziel war einfach dies, in jedem Falle festzulegen, ob die 
Substanz die Symptome der ernéhrungsbedingten muskularen Dystrophie 
bessern konnte oder nicht, in dem Bestreben, die fiir diese Aktivitat 
notwendige strukturelle Konfiguration aufzuklaren. In den meisten 
Fallen erlaubten die Mengen des fiir den Tierversuch verfiigbaren 
Materials nicht die Festlegung einer quantitativen Abhangigkeit von 


11 ©. G. Mackenzie u. E. V.McCollum, J. Nutrition 19, 345 [1940]. 
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Tab. 1. Ubersicht iiber die Versuchsergebnisse. 











Rattenversuch Kaninchenversuch 
Verbindung : : _| Zahl ie 
Wirkung aoe Pen mg/Tag | Tage cn 
iere 

d,l-z-Tocopherol. ...... ote Ae 5+) 1 + 

a-Tocopheryl-chinon (I) . . — . 5 20+] 1 “ 

a-Tocopheryl-hydrochinon (II) -- 3 5 5+] 1 oe 

Tocopheramin (IIIT) ..... + 17 5 20 l + 

14 

,,«-T ocopheroxyd“ (IV) + ; a : : 
Trimethyl-phythyl-benzochinon 

=p - 15 4 wo iiai + 

Trimethyl-dihydrophythy]- 

benzochinon (VI)... . _ 15 3 20 1 -- 

3 100 1 - 

Trimethyl-benzochinon (VII) . nicht getestet 9 100 9 — 

«-Tocopheryl-orthochinon(VIII)} — 16 5 |57—100 1 -- 

Thiotocopherol-acetat (IX) . . -- 7 4 20 | 15 -- 

Mercapto-tocopherol-acetat (XI)|_ > we : a a ie 

Mercapto-tocopherol-acetat (XI) 6 100 l a 




















* Dr. Philip Harris von der Distillation Products Industries, Rochester, New York 
gestattete uns mitzuteilen, daB er bei der fétalen Resorption bei Ratten mit Vitamin E-Mange! 
«-Tocopheryl-hydrochinon als unwirksam befunden hat. 

** Dr. Julia B. Mackenzie, Abteilung Medizin der Universitat Colorado, Denver (Colorado), 
gab uns die Erlaubnis mitzuteilen, da8 in Vorversuchen Mercapto tocopherol bei der Verhinderung 
der fétalen Resorption an Ratten mit Vitamin E-Mangel wirksam war. 

Alle Substanzen wurden oral verabreicht. 
+ intraper. injiziert. + Intermuskulir injiziert. 


Dosis und Wirksamkeit und auch keinen Vergleich der Wirksamkeit mit 
iiquivalenten Mengen von «a-Tocopherol. 

Bevor irgend ein Versuch unternommen wird, diese Ergebnisse zu 
analysieren, sollte der Begriff ,, Vitamin E-Aktivitat“‘ scharfer definiert 
werden. Wie in der Einfiihrung schon gesagt, gibt es wenigstens zwei 
Syndrome, die vom Vitamin E-Mangel herriihren kénnen: fétale Re- 
sorption bei Ratte und Maus und muskulare Dystrophie bei Kaninchen, 
Ratte, Maus und vielen anderen Tierarten. Ferner sprechen diese 
Syndrome oft nicht auf die gleichen Therapeutika an. Deshalb ist es 
einleuchtend, daB die Feststellung, eine Verbindung besitze ,, Vitamin E- 
Aktivitat‘‘, nicht ohne weiteres auf jedes Syndrom und jedes Versuchs- 
tier angewandt werden kann. Ob diese Syndrome und ihre entsprechen- 


12 J.P. Peters, J. biol. Chemistry 146, 179 [1942]. 

183 H.M. Evans, O.H.Emerson, G.A.Emerson, L.I.Smith, H. E. 
Ungnade, W.W.Pritchard, F.L.Austin, H.H.Hoehn, J.W.Opie u. 
S.Wazonek, J. org. Chemistry 4, 376 [1939]. 

14 P. D. Boyer, M. Rabinovitz u. E. Liebe, Ann. New York Acad. Sci. 
52, 188 [1949]. 

16 M. Tischler u. H.M. Evans, J. biol. Chemistry 189, 241 [1941]. 

16 C.Golumbic, J. Amer. chem. Soc. 64, 2337 [1942]. 

7 L.1I.Smith, W.B.Renfrow Jr. u. J.W. Opie, J. Amer. chem. Soc. 
64, 1082 [1942]. 
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den Therapeutika biochemisch miteinander verkniipft sind oder nicht, 
bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten. 


Strukturelle Voraussetzungen 
fir VitaminE-Aktivitat bei E-Mangel-Kaninchen 
Die unten aufgefiihrten chemischen Umwandlungen verbinden 
miteinander «-Tocopherol, I, II, IV, die alle ernahrungsbedingte mus- 
kulire Dystrophie beim Kaninchen verhindern oder heilen: 
ox 


«-Tocopherol ~ ,,«-Tocopheroxyd“ 
red 
({H+] {H+] 
ox ‘ 
a-Tocopheryl-hydrochinon —__”_ «-Tocopheryl-chinon 


red 

Die Instabilitét von IV und II im Hinblick auf I 14Bt vermuten, 
daB die Hauptglieder dieser Gruppe Tocopherol und Chinon sind; in 
Wirklichkeit sind auch alle Verbindungen der Tab. 1, die anti-dystrophi- 
sche Aktivitiét zeigen, eng verwandt mit der einen oder anderen dieser 
beiden Komponenten (IV lagert sich spontan oder mit Saurekatalyse 
um in das Chinon; II ist durch molekularen Sauerstoff leicht zum 
Chinon oxydiérbar). 

Der Ersatz des Hydroxyls von I durch eine Doppelbindung (in V) 
oder vollstindige Entfernung der funktionellen Gruppe aus der Seiten- 
kette (in VI) beseitigt die biologische Aktivitaét offenbar nicht. Quan- 
titative Dosis-Abhangigkeitsversuche und Wirksamkeitsvergleiche mit 
Tocopherol und Tocopherylchinon wiirden mit diesen Verbindungen 
von Interesse sein, ebenso wie die Untersuchung des Einflusses der Ver- 
kirzung der Seitenkette von Tocopheryl-chinon, da die Entfernung der 
Seitenkette (VIII) die Aktivitat beseitigt. 

In «-Tocopherol kann die phenolische Hydroxylgruppe durch eine 
Amino- (III) oder Sulfhydryl-Gruppe (X und XI) ohne vollstaindigen 
Verlust der Aktivitaét ersetzt werden, aber der Ersatz des Sauerstoff- 
atoms im Heteroring durch Schwefel (IX) zerstért die Aktivitat ebenso 
wie der Ersatz des Methyls und Hydroxyls an C-5 bzw. C-6 durch ein 
Orthochinoid-System (VIII). Weitere Untersuchungen tiber die Wir- 
kung der Verainderung des zugrundeliegenden Chroman-Geriistes sind 
im Gange. 

Die Werte der Tab. 1 zeigen, dai gewisse para-chinoide Verbin- 
dungen den Strukturforderungen fiir biologische Aktivitét beim 
Kaninchen geniigen kénnen, wahrend keine von diesen im Ratten- 
resorptionstest gepriiften Verbindungen Aktivitit zeigten. Obgleich 
Aktivitét im Rattenversuch fiir eine groBe Anzahl von Verbindungen 
behauptet wurde?*, bestitigte eine spitere Arbeit'* diese Ergebnisse 
nicht; es ist wahrscheinlich, daB die biologische Aktivitat bei der f6talen 
Resorption der Ratte speziell auf Verbindungen begrenzt ist, die den 
Tocopherolen eng verwandt sind. 
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Bis vor kurzem war der Beweis der anti-dystrophischen Aktivitat 
fiir Tocopherylchinon und sein Hydrochinon auf das Kaninchen be- 
grenzt, wahrend die Frage nach allgemeiner anti-dystrophischer Wirkung 
offen blieb. Den Verfassern wurde jetzt mitgeteilt!*, daB «-Tocopheryl- 
hydrochinon ernahrungsbedingte muskulire Dystrophie beim Hamster 
mit Vitamin E-Mangel verhindern oder heilen kann; diese Tatsache 
macht es sehr wahrscheinlich, daB diese zwei Verbindungen allgemeine 
anti-dystrophische Aktivitaét besitzen. 

Die Autoren sprechen ihren Dank und Anerkennung Dr. Julia B. Mackenzie 
aus, die einige der hier beschriebenen Versuche durchfiihrte, sowie Dr. Eric Simon 
fiir freundlichen Rat und Kritik und den Damen Helen Petriti und Demetria 
Selides fiir umsichtige technische Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


1. Dem «a-Tocopherol und «-Tocopheryl-chinon verwandte Ver- 
bindungen wurden dargestellt und auf anti-dystrophische Aktivitét am 
Kaninchen gepriift. 

2. Strukturelle Voraussetzungen fiir biologische Aktivitat werden 
auf Grund der erhaltenen Versuchsergebnisse diskutiert. 


18 Dr. Karl Mason (Privatmitteilung) gestattet uns mitzuteilen, daB er in 
vorlaufigen Versuchen an Hamstern mit Vitamin E-Mangel eine vollstandige Ver- 
hinderung oder Heilung der muskuliren Dystrophie durch «-Tocopheryl-hydro- 
chinon erzielt hat. 


Uber die Bestimmung und Aktivierung des Papains 


Von 
I, Abelin und H. Pfister 
Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitit Bern 








(Der Schriftleitung zugegangen am 24, August 1953) 
Herrn Professor K. Thomas zum 70. Geburtstag 


Der tropische Melonenbaum Carica Papaya L. liefert einen pro- 
teolytisch hochaktiven Saft, dessen eingetrocknete Form unter dem 
Namen Papain seit langem bekannt ist. Eine Anzahl verwandter 
Pflanzen enthalt ihnliche Enzyme, welche als Bromelin, Ficin, Asclepain 
u.a. bezeichnet werden. Diesen Phytofermenten entsprechen in der 
tierischen Zelle die sog. Kathepsine, welche den internen EiweiBumsatz 
der Gewebe beherrschen. 


Wie die menschlichen und tierischen Proteasen, das Pepsin und Trypsin, 
tritt auch das Papain in einer unwirksamen Stufe auf, die erst bei Bedarf aktiviert 
wird. Als natiirliche Aktivatoren gelten Blausiure, Cystein, Glutathion, Ascorbin- 
siure plus Fell-Ionen und dergleichen. 

21* 
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Unter den das Papain begleitenden Aktivatoren scheinen Trager von SH- 
Gruppen besonders wirksam zu sein, was zur Annahme der Unentbehrlichkeit 
von Sulfhydrylgruppen im Molekiil des aktiven Papains fiihrte. Im gleichen Sinne 
spricht die Tatsache, wonach bei der Uberfiihrung von SH in S—S-Gruppen das 
Papain unwirksam wird1. Die aufgezihlten Aktivatoren des Papains besitzen 
ein stark negatives Redoxpotential. Auf der anderen Seite vernichten Verbindungen 
mit positivem Redoxpotential vom Typus, des H,O,, J, Ferricyankaliums u. a. 
die Papainwirkung. 

Die Messung der Papainaktivitaét erfolgt meistens durch Titration der bei 
Gelatinespaltung freiwerdenden Carboxyl- bzw. Aminogruppen. Die Versuchs- 
dauer betragt dabei oft 24 bis 72 Stdn., vielfach auch mehr, und als Aktivatoren 
dienen meist Blauséure, Schwefelwasserstoff, Cystein, Glutathion und andere. 
Einige Autoren bestimmen die Papainverdauung, indem sie das unangegriffene 
EiweiB mit Trichloressigsiure fallen und den Niederschlag wagen?. 


Bei den vorliegenden Untersuchungen haben wir uns zwei Fragen 
vorgelegt. Erstens, ob es méglich wire, die Zeitdauer der Proteolyse 
abzukiirzen und zweitens, ob an Stelle der giftigen, zum Teil schwer 
zuginglichen oder leicht zerlegbaren Aktivatoren wie HCN, H,§, 
Cystein, Glutathion andere Substanzen verwendet werden k6nnten. 
Die neuerdings von uns beschriebene Verfolgung der Pepsin- und 
Trypsinverdauung mit Hilfe von Invertseifen*® erwies sich auch beim 
Papain als brauchbar. Dadurch kann die Zeitdauer der Papaineinwirkung 
auf 14, bis 1 Stde. reduziert werden. Wir konnten ferner feststellen, 
daB an Stelle der organischen schwefelhaltigen Aktivatoren bzw. des 
Schwefelwasserstoffes gewisse sauerstoffhaltige Derivate des Schwefels 
mit Erfolg verwendet werden kénnen. Inder uns zuganglichen Literatur* 
haben wir bei der Aufzihlung der Papainaktivatoren keinen Hinweis 
auf die Verwendung der hier gepriiften sauerstoffhaltigen Abké6mmlinge 
des Schwefels gefunden. 


Beschreibung der Versuche 


Die Bestimmung der EiweiSverdauung erfolgte durch Titration mit Hilfe 
von f-Phenoxy-athyl-dimethyl-dodecyl-ammoniumbromid (,,Bradosol‘‘-Invert- 
seife ,,Ciba‘‘) in einer Verdiinnung von 1: 1000. Die Invertseifen bringen nur 
natives Eiwei8 zur Fallung, Abbauprodukte der Proteine werden nicht erfaBt. 
Durch Titration vor und wahrend der fermentativen Hydrolyse la8t sich der Ver- 
lauf des EiweiBabbaues gut und einfach verfolgen. 

Bevor wir zu den eigentlichen Messungen der Aktivierbarkeit des Papains 
iibergingen, suchten wir einige analytische Einzelheiten abzuklaren. 

1. Wahl des pq-Optimums. In mehrfacher Hinsicht weicht die Be- 
stimmung der Papainaktivitét von derjenigen anderer Fermente ab. Dies betrifft 
hauptsachlich die Wahl des py- und des Temperaturoptimums. Uber das pq- 
Optimum des Papains liegen in der Literatur sehr verschiedene Angaben vor. 
So soll es sich nach der Natur des Substrates richten und dem isoelektrischen Punkt 


1 W. Grassmann, diese Z. 186, 183 [1930]; Th. Bersin, Ergebn. Enzym- 
forsch. 4, 68 [1935]; E. Maschmann, diese Z. 228, 141 [1934]; A. Purr, Biochem. 
J. 27, 1703 [1933]; 29, 5, 13 [1934], und andere. 

2 P.Rondoni u. L. Pozzi, diese Z. 219, 22 [1933]; A. W. Blagowest- 
schenski u. I.I. Korman, Biochem. Z. 270, 341 [1934]. 

3 J. Abelin u. H. Pfister, Klin. Wschr. 1952, 1036. 

4 Hammarsten-Flaschentrager, Physiologische Chemie, Berlin, 1951; 
J.B.Summner u. K.Myrback, The Enzymes, New York 1951—19852. 
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desselben entsprechen, so da8 man bei Verdauungsversuchen mit Casein, Eier- 
albumin, SerumeiweiB usw. jedesmal verschiedene py-Bereiche wahlen soll5. Bei 
Verwendung von Gelatine als Substrat empfehlen Willstatter, Grassmann 
und Dyckerhoff® ein pq von 5,0. Nach anderen Autoren muB das pq in der 
Nahe des Neutralpunktes gesucht werden’. Bei synthetischen Substraten soll 
das Papain am besten bei pq 5,0—5,5 wirksam sein’. Unsere Versuche wurden 
zum Teil bei pq 6,5—6,8, zum Teil bei po 5,2 durchgefiihrt. 

2. Von den anderen Verdauungsfermenten unterscheidet sich das Papain 
auch in bezug auf das Optimum der Temperatur. Das im Handel befindliche 
pulverisierte Papain kann ohne Schaden auf 100°C erhitzt werden, wasserige 
Lésungen des Papains ertragen ein Erwirmen auf 80—100°. Daher arbeitet eine 
Anzahl Autoren bei 50—60° C, wahrend andere die iibliche Temperatur von 37—38° 
wahlen. Wir fiihrten unsere Versuche vergleichend sowohl bei 60° wie bei 37° 
durch. 

3. Als Substrat bewahrte sich uns das Casein. Wie verwendeten zuerst ein 
technisches Produkt, dann das vitaminfreie Casein-Roche, das leichter léslich 
und in seiner Zusammensetzung bestandiger ist. Das Eieralbumin erwies sich als 
weniger gut geeignet, es wurde durch das Papain unter unseren Versuchsbedin- 
gungen nicht so leicht angegriffen. 

4. Als Papainquelle diente uns ein Praparat der ,,Nutritional Biochemicals 
Corporation‘, USA. 100mg davon wurden im Mérser mit 5 ccm dest. Wasser 
wahrend mindestens 3 Min. griindlich verrieben und durch eine diinne Watte- 
schicht filtriert. 

5. Als Aktivatoren verwendeten wir Natriumsulfit (Na,SO,), Natrium- 
hydrogensulfit (NaHSO,), Natriumpyrosulfit (Na,S,0,), Natriumthiosulfat 
(Na,S,0,), Formaldehyd-natriumbisulfit, Formaldehyd-sulfoxylat. Zum Ver- 
gleich diente die aktivierende Wirkung von Cystein, Glutathion, K,S und HCN. 


Versuche iiber die aktivierende Wirkung sauerstoffhaltiger 
Schwefelverbindungen auf die Papainverdauung 


Unmittelbar nach dem Zusammenbringen von 0,1 ccm einer vorgewarmten 
Papain- mit 10 ccm einer ebenfalls vorgewirmten Caseinlésung wurde 0,1 ccm 
Aktivatorlésung zugegeben. Die Konzentration der Endlésung an Aktivator 
war in allen Versuchen 0,001-molar. Der so erhaltenen Mischung wurde zwecks 
Unterdriickung der Fermentaktivitaét schnell 1 ccm entnommen, sofort in 5 ccm 
eisgekiihlter 0,2-n. Natronlauge gebracht und mit Invertseife titriert. Die Zeit 
der Entnahme dieser Probe wird als Nullzeit bezeichnet, in gewissen Zeitintervallen 
wurden weitere Proben entnommen und jedesmal mit der Invertseife titriert. 
Dabei wird bei py 13 aus einer Mikrobiirette solange Bradosollésung langsam 
hinzugefiigt, bis eine unter dem Titrationsgefa8 befindliche Druckschrift von 1 mm 
BuchstabengréBe nicht mehr erkennbar ist. Als Titrationsgefi8 bewahrten sich 
die Hagedorn-Jensen-Blutzuckerréhrchen. Selbstredend kénnen genauere 
Triibungsmessungen vorgenommen werden, fiir Vergleichszwecke geniigt diese 
einfache Methode. Uber die Einzelheiten der Technik vgl. a. a. 0.°. 

Am Beispiele der Aktivierung von 2 mg Papain durch das Natriumpyrosulfit 
(Na,S,0,;) wurde zuerst die Wirksamkeit wechselnder Mengen dieses Aktivators 
gepriift. Ein Zusatz von 0,4 mg ergibt bereits eine sehr starke Wirkungssteigerung 
des Ferments. Durch eine Verdoppelung dieser Menge 1aBt sich eine weitere Ver- 
stirkung des Abbaus erzielen, die aber durch Zusatz der drei-, vier- und fiinffachen 
Menge Na-Pyrosulfit kaum nennenswert gesteigert wird. 


5 R. Willstatter, W. Grassmann u. O. Ambros, diese Z. 151, 307 [1926]. 

6 R. Willstatter, W. Grassmann u. H. Dyckerhoff, diese Z. 179, 41 
[1928]. 

? D.M. Greenberg u. T. Winnick, Annu. Rev. Biochem. 14, 31 [1945] 
(vgl. S. 45). 
8 §.R. Hoover u. E. L.C. Kokes, J. biol. Chemistry 167, 199 [1947]. 
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Werden gréBere Mengen von Papain verwendet, so geniigen zur Aktivierung 
bereits Spuren von Na-Pyrosulfit: 25 y davon ergeben mit 6 mg Papain einen 
rapiden Caseinabbau, der bei 10 und 25 mg Papain noch deutlicher ausgeprigt ist. 
Wegen dem sehr schnellen und nicht genau verfolgbaren Abbauverlauf bei An- 
wendung gréBerer Fermentmengen (5—10 mg Papain) wurde in allen nachfolgenden 
Versuchen mit einem Zusatz von 2 mg Papain gearbeitet. 

In einer Parallelserie wurde umgekehrt bei konstantem Gehalt an Aktivator 
der EinfluB wechselnder Mengen von Papain untersucht. Es wurden zwei Serien 
mit einem Zusatz von 25 y und 400 y Na-Pyrosulfit gewahlt. Vom Papain wurden 
2, 4, 6, 10, 20, 25 mg zugegeben. Das Na-Pyrosulfit erwies sich als sehr wirksam, 
indem in Gegenwart von 25 y dieses Salzes 6 mg Papain einen sehr intensiven 
Caseinabbau ergaben: innerhalb von 20 Min. wurden 5,40 mg und nach 30 Min. 
8,22 mg Casein abgebaut. Selbst bei einem Verhiltnis zwischen Ferment und 
Aktivator wie 1000 zu 1 war die Papainaktivierung noch recht deutlich. Die hier 
gewahlten Aktivatorkonzentrationen von 0,001-molar waren somit in der Lage, 
eine deutliche Férderung der Wirksamkeit des Papains auszuiiben. 

In den nachfolgenden Tabellen ist die Papainaktivierung durch die einzelnen 
sauerstoffhaltigen Schwefelverbindungen zusammengefaBt. Mit Ausnahme des 
Na-Thiosulfats erwiesen sich die hier gepriiften vier Verbindungen als recht aktiv. 
An der Spitze steht das Natriumbisulfit (NaHSO,) mit einem maximalen Abbau 
von 9,24 mg Casein innerhalb von 60 Min. bei 60°C. Ihm folgt das Natrium- 
sulfit mit einer Zerlegung von maximal 7,44 mg Casein wihrend 1 Stunde. Zwischen 
dem aktivierenden Effekt des Formaldehyd-Sulfoxylats und des Formaldehyd- 
natriumbisulfits bestehen keine nennenswerten Unterschiede: die maximal ab- 
gebauten Mengen betragen 6,07 bzw. 6,67 mg Casein und sind rund um 1/, geringer 
als beim Natriumbisulfit. Die Kombination von Natriumbisulfit und Cystein 
brachte keine Verstarkung der Wirksamkeit (vgl. Tab. 5). 

Abb. 1 vermittelt einen vergleichenden Uberblick iiber die Aktivier- 
barkeit des Papains durch die einzelnen hier gepriiften Substanzen. 

Vom Pepsin und Trypsin ist bekannt, daf sie nicht an irgendwelchen 
Stellen des Eiwei8molekiils eingreifen, daB es vielmehr vorgezeichnete, 
spezifisch gebaute Orte gibt, wo die Spaltung einsetzt. Nach Berg- 
mann® haften Pepsin und Trypsin mit Vorliebe am Tyrosinmolekil, 
wobei das Pepsin noch eine freie Carboxyl- und das Trypsin eine freie 
Aminogruppe in der Nahe verlangt. 

Die wahren Angriffspunkte des Papains sind kaum bekannt, es 
liegen aber einige Anhaltspunkte vor, wonach wie beim Pepsin die 
Nachbarschaft von Carboxylgruppen die Angreifbarkeit des EiweiBes 
erhéht?°, 

Von derartigen Uberlegungen ausgehend, priiften wir den Einflu8 
eines Zusatzes von Asparagin- oder Glutaminsiure auf die Aktivitat 
des Papains und gingen dabei so vor, daB wir zuerst wihrend mehrerer 
Stunden Caseinlésungen mit einer dieser beiden Aminosiuren zusammen- 
brachten und darauf das Gemisch einer Papainverdauung unterwarfen. 
Als Kontrolle dienten uns wihrend der gleichen Zeitdauer vorgewarmte 
reine Caseinlésungen sowie direkte Zusitze dieser Aminosaéuren ohne 
vorheriges Erwirmen. Es zeigte sich, daB die mit Asparaginsiure bzw. 








® M. Bergmann, J. biol. Chemistry 141, 763 [1943]. 
10 M. Bergmann, L. Zervas u. J.S8.Fruttor, J. biol. Chemistry 111, 225 
[1935]; 115, 593 [1936}. 
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Glutaminsiure vorgewairmten Caseinlésungen durch das Papain kraftiger 
abgebaut wurden. Wir vermuten, daB, wie manche andere Amino- 
siure, diese Dicarbonsaiuren in vitro einen AnschluB8 an das Casein- 
molekiil fanden und dasselbe dem Zugriff des Papains geeigneter machten, 


1 et be, 7 
— a? ohne Aktivator | 


ie 








ccm — 


ls 


ae oo 


N 
Sy Na, 50; bzw. NaHSO; 


NayS,05 KS 
AG. = 
a ae 


—— 








eal 

















Cystein 


en 





——. | 
Glutathion | 


| | 
_ hidiretistlectnensincctgn al 
| | 
























if 
1 . - 
40 $0 60 70 80 90 


Min. ——— 





 — 
w 
S 


v 
10 


Abb. 1. Aktivierung des Papains durch verschiedene Substanzen in 0,001-molarer 
Konzentration. Die Werte sind auf der Ordinate in ccm verbrauchter Bradosol- 
Lésung (1: 1000) aufgetragen. 


wobei es natiirlich ganz offen bleibt, ob die Asparagin- bzw. Glutamin- 
siure in lockerer chemischer Bindung in den Aminosiureverband des 
Caseins aufgenommen oder bloB an der Oberfliche des EiweiBmolekils 
adsorbiert wurde. Die Zahlen der Tabellen sprechen aber fir eine 
Begiinstigung der Papainverdauung, die zwar weitgehend von der 
Aktivierung durch Natriumbisulfit oder andere Férderungsstoffe ab- 
weicht, aber doch unverkennbare AusmaBe erreicht. 
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Bei der Betrachtung der Tabellen 1 bis 6 fallt der Befund auf, 
wonach beim Zusammenbringen des nichtaktivierten Papains mit 
Caseinlésung die Menge des durch die Invertseifen fallbaren EiweiBes 
zuerst anwachst. Dieser Zunahme folgt dann gewohnlich eine Abnahme 
der Caseinmenge, d.h. etwa so, als ob zuerst eine Proteosynthese und 
dann eine Proteolyse stattfinde. 

Ergebnisse dieser Art wurden von einer Reihe friiherer Forscher 
beschrieben und gaben AnlaB zur lebhaften Diskussion tiber die Még- 
lichkeit einer Papainsynthese (bzw. Kathepsinsynthese). 


Unter Zugrundelegung eigener Ergebnisse und den Angaben anderer 
Autoren! kommen Rondoni und Pozzi? zum SchluB, daB sich unter 
gewissen Versuchsbedingungen tatsichlich auch synthetische Wirkungen 
des Papains nachweisen lassen. Solche Vermehrungen des durch Tri- 
chloressigsiure fallbaren EiweiBes treten nicht selten in Gegenwart 
von Papain bei einem pg-Bereich zwischen 6,5—6,8 auf, ferner bei 
reichlicher Sauerstoffzufuhr, bei reichlicherem Gehalt des Substrats 


Tab.8. EinfluB der Inkubierung einer Caseinlésung mit /-Asparaginséure auf 
die nachtragliche Verdauung durch Papain. 
Versuchsanordnung: 7x 5,2, t = 37°. a) 10 ccm Caseinlésung + 1,33 mgl-Asparagin- 
siure in 0,1 ccm Wasser (Endkonzentration 0,001-m.) + 0,3 ccm Wasser. Nach 
einer Inkubation von 2,4 oder 6 Stdn. Zusatz von 2 mg Papain und darauffolgende 
Verdauung wiahrend 40, 80 und 100 Min. b) Kontrolle: Papainverdauung einer 
wahrend 2, 4 oder 6 Stdn. bei 37° aufbewahrten Caseinlésung ohne Zusatz von 
Asparaginsiure. Casein-Abbau in mg. 








Dauer d 
Ver. | 2S8tdn. | 4Stdn. | 6Stdn. | 2Stdn. | 4Stdn. | 6 Stdn. 
dauung | inkubiert | inkubiert | inkubiert | aufbewahrt | aufbewahrt aufbewahrt 
in Min. a) a) a) b) b) b) 
40 0,17 0,10 0,60 0,10 0,34 0,24 
80 0,74 1,10 1,40 0,10 1,30 0,72 
100 0,96 1,51 1,75 0,80 1,60 0,90 




















an EjiweiSabbauprodukten u. a. Unter all diesen Vorbedingungen 
sollen die proteolytischen Wirkungen des Papains gehemmt und die 
synthetischen Leistungen gefordert werden. Zu erwéahnen ist, daB 
Linderstrom-Lang® die Moglichkeit einer EiweiBsynthese ablehnt. 

Unsere vielfach gemachten Feststellungen konnen die Hypothese 
eines Auf- bzw. Umbaues des EiweiBes durch das Papain unterstiitzen, 
indem bei genau kontrollierter und gut eingeiibter Arbeitsweise im 


11 H. Wasteneys u. H. Borsook, J. biol. Chemistry 62, 15, 633, 675 [1925]; 
68, 563, 575 [1925]; P. Rona u. H. A. Oelkers, Biochem. Z. 208, 298 [1928]; 
H. Borsook, D. A.Macfayden u. H. Wasteneys, J. gen. Physiol. 18, 295 
[1930]; N. Iwanoff, Biochem. Z. 68, 359 [1914]; 120, 1 [1921]; A. De Bruyne, 
zit. nach Lipschitz, Oppenh. Hdb. 2, 636 [1925]; C. Voegtlin, J. Maver u. 
J.M. Johnson, Science [New York] 77, 92 [1933], und andere. 

12H. H. Strain u. K. Linderstrom-Lang, C. R. Trav. Lab. Carlsberg, 
Sér. physiol. 28, 11 [1938]. 
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Beginn der Papainwirkung der Verbrauch an Invertseife, d. h. die Menge 
des scheinbar nativen EiweiBes, zunahm. Bei den Papainversuchen mit 
Zusatz eines Aktivators sahen wir dieses Phinomen kaum, wohl wegen 
dem raschen Eintritt des Abbaues, wobei die eventuelle synthetische 
Zwischenphase analytisch nicht fabbar wird. 


Es ist nicht abgeklirt, inwiefern es gerechtfertigt ist, eine EiweiB- 
synthese zu vermuten. Was experimentell feststellbar ist, betrifft die 
Zunahme des fallbaren EiweiBes. Ob durch das Papain tatsiachlich aus 
begleitenden Abbauprodukten neues natives EiweiB aufgebaut oder ob 
es unter dem Einflu8 dieses Fermentes zu einer Zustandsainderung des 
Caseins kommt, wobei es mehr Fallungsmittel beansprucht, kann nicht 
angegeben werden. Zur weiteren Verfolgung dieses Problems erscheint 
uns die Anwendung der Invertseifen insofern geeignet, als sich dabei in 
einfacher Weise selbst geringste Anderungen des Eiwei8molekiils, sei 
es im Sinne einer VergréBerung oder Verkleinerung, ermitteln lassen. 


Zusammenfassung 


Wie die Pepsin- und Trypsinverdauung lat sich auch der EiweiB- 
abbau durch das Papain mit Hilfe von Invertseifen quantitativ be- 
stimmen, indem durch dieselben nur natives, nicht aber abgebautes 
EiweiB gefallt wird. 

Als sehr brauchbare Aktivatoren des Papains erwiesen sich gewisse 
sauerstoffhaltige Derivate des Schwefels, insbesondere Natriumbisulfit 
(NaHSO,), Natriumpyrosulfit (Na,S,O,), Natriumhydrosulfit (Na,S,0,). 
Formaldehyd-bisulfit und Formaldehyd-sulfoxylat wirken ahnlich, aber 
schwacher. 

Durch Vorbehandlung von Caseinlésungen mit Asparagin- oder 
Glutaminséure nimmt die .Verdaulichkeit durch Papain zu. 

Die Frage méglicher Proteinsynthesen durch das Papain wird an 
Hand fremder und eigener Beobachtungen kurz diskutiert. 
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Zur Autoxydation der ungesattigten Fettsauren 


VI. Uber die Lipoxydase der Gramineen, im besonderen der Gerste 
Von 
Wilhelm Franke und Helmut Frehse 


Aus dem Institut fiir Gairungswissenschaft und Enzymchemie an der Universitat Kéln 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. August 1953) 


Herrn Prof. Dr. K. Thomas in Verehrung zum 70. Geburtstag gewidmet 


Die bisherigen Untersuchungen iiber die enzymatisch katalysierte 
Autoxydation der mehrfach ungesittigten Fettsiuren vom Typus der 
Linol-, Linolen- und Arachidonsiure beziehen sich mit ganz wenigen 
Ausnahmen auf die Lipoxydase der Leguminosen, im besonderen der 
Sojabohne!. Auch die vorausgehende Mitteilung dieser Reihe hatte sich 
mit der Soja-Lipoxydase befaBt?, wobei vor allem die grundsitzliche 
Gleichartigkeit des Reaktionsablaufs bei der enzymatisch und bei 
der friiher studierten*, rein chemisch (mit Kobaltsalz) katalysierten 
Autoxydation herausgestellt worden war. Ahnliche vergleichende Ver- 
suche wurden fast gleichzeitig von Bergstrém*® ausgefihrt, der auch 
die lange offene Frage nach der Natur des primiéren Autoxydations- 
produkts — Briickenperoxyd oder Hydroperoxyd-Derivat — im Sinne 
der letzteren Méglichkeit (konjugiert-ungesittigtes Fettsaiure-Hydro- 
peroxyd) klarte. 


Uber die Verbreitung der Lipoxydase im Pflanzenreich liegen nur gelegentliche 
Beobachtungen vor!, denen sich aber bereits entnehmen laBt, daB das Ferment 
keineswegs generell in Pflanzen vorkommt. Siillmann‘® fand starkere Verbreitung 
auBer in Leguminosen nur in Solanaceen und Labiaten. Die Angaben iiber 
das Vorkommen in Gramineen, das uns hier besonders interessierte, lauten 
widersprechend: wahrend Strain’ das Ferment im Maiskorn und im etiolierten 
Gerstenkeimling vermiBbte, fanden es Sumner® sowie Miller und Kummerow® 
in Weizenkeimen, wenn auch nur in der GréBenordnung eines Prozents vom 
Gehalt der Sojabohne; Kolessnikow’® gibt eine nicht unbetrachtliche Aktivitat 
fiir Gerstenblatter nicht niher prazisierten Alters und daraus hergestellte Aceton- 
praparate an. 


Wir fanden in orientierenden Versuchen die Samen der am hiufig- 
sten bei uns angebauten Getreidearten (Roggen, Weizen, Gerste, Hafer, 


1 Neuere Zusammenfassungen iiber Lipoxydase: a) S. Bergstrém u. R. T. 
Holman, Advances in Enzymol. 8, 425 [1948]; b) W. Franke, Fette u. Seifen 
52, 11 [1949]; c) W. Franke, Ergebn. Enzymforsch. 12, 89 [1951]. 

2, W. Franke, J.Ménch, D. Kibat u. A.Hamm, Liebigs Ann. Chem. 
559, 221 [1948]. 

3 W. Franke u. J. Ménch, Liebigs Ann. Chem. 556, 200 [1944]. 

4S. Bergstrém, Nature [London] 156, 717 [1945]. 

5 §. Bergstrém, Ark. Kem., Mineralog. Geol., Ser. A 21, Nr. 14 und 15 
[1945]. 

6 H. Siillmann, Experientia [Basel] 1, 323 [1945]; vgl. auch Helv. chim. 
Acta 26, 2253 [1943]. 

H.H. Strain, J. Amer. chem. Soc. 68, 3542 [1941]. 

R. J. Sumner, Ind. Engng. Chem., analyt. Edit. 15, 14 [1943]. 
B.S. Miller u. F. A. Kummerow, Cereal Chem. 25, 391 [1948]. 
P. A. Kolessnikow, Ber. Akad. Wiss. UdSSR 71, 1085 [1950]. 
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Mais) simtlich lipoxydasepositiv; bei der weiterhin allein eingehender 
untersuchten Gerste enthielten auch Keimlinge sowie Wurzeln und 
Blatter jiingerer Pflanzen das Ferment. Da die leicht extrahierbare 
Gersten-Lipoxydase sich in mancher Beziehung vom friher unter- 
suchten Sojaenzym unterschied und die physiologische Bedeutung der 
Lipoxydase iiberhaupt noch durchaus ungeklart ist, geben wir im 
folgenden einige unserer Befunde, die sich vorwiegend auf die Kinetik 
und die Physiologie des Gerstenferments beziehen, wieder; eine weitere 
Mitteilung wird sich mit der Fermentreinigung, dem Chemismus der 
Fermentreaktion und der mdéglichen Zellfunktion des Ferments befassen. 


Methodik 
1. Das Pflanzenmaterial 


Als Versuchsmaterial dienten hauptsichlich Braugersten (Hordeum distichum 
nutans) der Ernten 1951 und 1952*. Zu Vergleichszwecken wurden in einigen 
Fallen auch Freilandgersten herangezogen, des weiteren Samenproben von Weizen, 
Roggen, Hafer, Mais und Hirse sowie einer Reihe von Wiesengrasern, die aus dem 
Samenhandel oder von Landwirten in Kéln-Briick bezogen worden waren. Eben- 
falls zu vergleichenden Untersuchungen dienten einige Leguminosen wie Soja- 
bohnen (Soja hispida)**, Bohnen (Phaseolus vulgaris), Erbsen (Pisum sativum) und 
Wicken (Vicia sativa) des Handels. 


2. Gekeimtes Material 


Wahrend fiir vergleichende Enzymbestimmungen in Samen verschiedener 
Arten und die kinetischen Versuchsreihen vorwiegend ungekeimtes Samenmaterial 
zur Herstellung der Enzymlésungen verwendet wurde, kamen in den physiologi- 
schen Versuchsreihen auch Keimlinge und junge Pflinzchen bis zu einem Alter 
von etwa 14 Tagen zur Verwendung. Von den iiblichen Methoden der Samen- 
keimung erwies sich fiir unsere Zwecke die Aussaat der Samen auf gereinigten 
Seesand (Merck) in geschlossenen Drigalski-Schalen (22cm @, 7 cm _ hoch) 
als besonders geeignet. Die Gerste wurde vor der Aussaat mehrere Stunden (meist 
iiber Nacht) unter Durchliiftung mittels eines Aquariendurchliifters geweicht, 
dann etwa 1/, Stde. zur auBerlichen Desinfektion in gesittigtes Kalkwasser gelegt, 
abgespiilt und ausgesat, derart, daB auf eine mit 70 g Seesand und 25 ml Leitungs- 
wasser beschickte Schale 10g gequollenen Saatguts (etwa 7,5 g lufttrockenen 
Materials) kamen. Waren Schale und Sand vorher in der Hitze sterilisiert worden, 
dann konnten die Keimpflanzen bis zu 2 Wochen von Schimmelbefall freigehalten 
werden. Die Keimung erfolgte bei Zimmertemperatur (20 —22°) teils in der Dunkel- 
heit, teils im Lichte. Griine Pflanzen konnten auch durch 1—2-tagige Belichtung 
etiolierter Keimlinge nachtriglich noch erhalten werden. 


3. Reaktionsmessungen 
wurden durchweg manometrisch in der Warburg-Apparatur in GeféBen von 
15—18 ml Volumen bei 30° durchgefiihrt, wobei der Gasraum gewéhnlich mit 
Luft gefiillt war. KOH im Mitteleinsatz eriibrigte sich, da keine nennenswerten 
CO,-Mengen in unseren kurzdauernden Versuchen entstanden. Die Ansatze hatten 
zumeist die im Text spiter als ,,Normalansatz‘‘ bezeichnete Zusammensetzung: 


* Fiir die mehrmalige Uberlassung von jeweils mehreren Kilogramm Gerste 
sowie einiger Malzproben sind wir der Malzfabrik C. Thywissen, Kalscheuren 
bei Kéln, sehr zu Dank verpflichtet. 

** Herrn Priv.-Doz. Dr. L.-W. Hiittig danken wir fiir die Beschaffung 
mehrerer Kilogramm Sojabohnen aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Botanik 
an der Universitét Bonn. 
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0,5 ml m/10-Substratlésung 0,1—1,5 ml Enzymlésung 
0,5 ml m/5-Phosphatpuffer (pu 7,0) H,O auf 2,5 ml. 

Das Substrat wurde grundsitzlich erst nach erfolgtem Temperaturausgleich 
(etwa 5 Min.) aus dem Seitenarm der ReaktionsgeféBe in den Hauptraum zu- 
gekippt. Es war in der weit iiberwiegenden Mehrzahl der Fille eine m/10-Lésung 
von Natriumlinolat, gelegentlich Natriumlinolenat, die durch Neutralisieren der 

‘ettsiuren hergestellt und im Eisschrank unter Stickstoff aufbewahrt wurde. 
Die freien Fettsiuren waren nach iiblichen Methoden aus Mohnél" bzw. Leinél!? 
iiber die Bromadditionsprodukte gewonnen worden und hatten die Jodzahlen 
(nach Kaufmann) von 179,0 (ber. 181,2) bzw. 267,0 (ber. 273,8). 

Die Autoxydation der Fettsiuren wurde in Kontrollansitzen mit ge- 
kochtem Enzym bestimmt. Sie war selten erheblich; wo sie starker in Erscheinung 
trat, wurde sie bei der Bestimmung von O,-Aufnahmen und Qo,-Werten (s. u.) 
in Abzug gebracht. 

Ahnliches gilt fiir die Eigenatmung der Enzymlésungen. Sie war nur 
bei gekeimtem Material und Pflanzchen zu beriicksichtigen, bei ungekeimtem fast 
stets zu vernachlassigen. 

Wo im folgenden ,,Normalansatze“ und ,,Normalbedingungen“, den Zwecken 
bestimmter Versuche entsprechend, variiert wurden, ist dies besonders vermerkt. 

Wichtig ist noch die Einstellung einer bestimmten Schiittelgeschwindigkeit, 
die einheitlich auf 90 Hin- und Hergange/Min. festgelegt wurde. Bei zu hoher 
Enzymkonzentration kann die Geschwindigkeit der O,-Aufnahme weitgehend 
durch die Schiittelgeschwindigkeit bestimmt werden, was natiirlich nach Méglich- 
keit vermieden werden muB. Bei vergleichenden Aktivitatsbestimmungen ist die 
Enzymmenge soweit zu reduzieren, daB im Proportionalitatsbereich zwischen 
Enzymkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit gearbeitet wird (vgl. S. 337). 

Auch bei Beriicksichtigung dieser Verhaltnisse zeigt die Lipoxydase-Reaktion 
mancherlei ,,Tiicken“, die wahrscheinlich zum gro8en Teil auf die bekannte Ketten- 
natur der Fettsiure-Autoxydation zuriickgehen!?®, Immer wieder mu8 man 
auch bei Parallelansitzen bisweilen Ausfialle infolge ,,entfesselter“* oder ,,blockierter‘‘ 
Reaktionen in Kauf nehmen. Es kann dann z. B. der Fall eintreten, daB schwache 
Enzymlésungen die Wirkung starkerer im Laufe der Reaktion einholen oder sogar 
iiberfliigeln. Besonders nachteilig wirken sich in dieser Beziehung minimale Reste 
anoxydierten Substrats in den Warburg-GefaBen aus (vermutlich als ,,Ketten- 
keime‘‘). Bei den meisten Versuchen liefen die Ansitze daher gewéhnlich doppelt, 
haufig sogar dreifach nebeneinander. 

Als MaSB der Enzymaktivitat diente die AtmungsgréBe 
Q Hl Og 

02 ~ mg Enzymtrockengew. x Stdn. 
der noch zu erwahnenden, bei der Lipoxydasereaktion auftretenden Enzym- 
schadigung (S. 339) aus der Anfangsgeschwindigkeit, d. h. der O,-Aufnahme nach 
10 Min. errechnet wurde. Enzymmengen werden in Enzymeinheiten EE = Qo, x 
mg Gesamt-Enzymtrockengew. ausgedriickt. Unter Enzymgehalt wird EK/g 
Pflanzenmaterial (trocken) verstanden. 

Enzym- wie auch Ausgangsmaterial-Trockengewichte wurden durch Trocknen 
bei 110° bis zur Gewichtskonstanz ermittelt. Enzymlésungen wurden vorher in 
Cellophanschlauchen (20 mm @) wenigstens 24 Stdn. gegen flieBendes Leitungs- 
wasser dialysiert. Handelt es sich um kleine Trockengewichte von der GréBen- 
ordnung eines bis einiger Milligramme, so mu8 unbedingt der Trockenriickstand 
des Leitungswassers, das die Membran durchdringt, in Abzug gebracht werden; 
er lag bei Leitungswasser unseres Bezirks ziemlich konstant bei0,70—0,75 mg/ml, 
im Mittel 0,725 mg/ml. 


11 K. Taufel u. A. Seuss, Fettchem. Umschau 41, 107 [1934]. 

122 L, Gattermann-H. Wieland, Die Praxis d. organ. Chemikers, 23. Aufl., 
8. 144 (Berlin und Leipzig 1933). 
128 Vgl. hierzu z. B. W. Franke, diese Z. 281, 162 [1944]. 


(im Normalansatz), deren Wert wegen 
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4. Herstellung von Enzymlésungen 


Die Gramineen-Lipoxydase ist ein leicht extrahierbares und relativ stabiles 
Ferment. Zur Herstellung von Enzymlésungen werden ungekeimte Samen zu- 
nachst in einer Feinschrotmiihle (auf ,,90°4, Feinmehl“ eingestellt) vermahlen, 
gekeimtes Material im Morser zerquetscht oder mit der Schere zerschnitten; das 
so vorbereitete Material wird —je nach Wassergehalt — mit der halben bis doppelten 
Gewichtsmenge gereinigten Seesands vermischt und mit der allmahlich zugegebenen 
Extraktionsfliissigkeit — Wasser oder m/15-Phosphatpuffer py 7,0 — etwa+/, Stde. 
im Porzellanmérser verrieben. Das Verhiltnis Extraktionsgut : Extraktions- 
fliissigkeit variierte von 1:10—1:3 bei ungekeimten Samen bis zu 1:1 bei Keim- 
pflanzchen. Durch 10 Min. langes Zentrifugieren bei 3—5000 Touren/Min. werden 
schlieBlich leicht getriibte und gelblich bzw. griinlich gefarbte Extrakte erhalten. 
Der Qo.-Wert des Materials stieg dabei in einem Falle von 24 (Gewebebrei) auf 135, 
bei fast quantitativer Enzymausbeute; hochtouriges Zentrifugieren (5 Min. bei 
12000 Touren/Min.) erhéhte den Qo,-Wert nicht weiter. 

Phosphatextrakte sind etwas wirksamer als Wasserextrakte, wenngleich 
ihre Aktivitét und ihr Enzymgehalt in keinem Falle das 1/,-fache der Werte von 
Wasserextrakten iibersteigt; der Unterschied geht im wesentlichen auf die gréBere 
Stabilitét der Phosphatextrakte zuriick (s. 8.342). In der Mehrzahl der Fille 
wurde trotzdem die einfache Wasserextraktion angewandt, insbesondere bei 
Reihenuntersuchungen, wo die ziemlich langsame Diffusion des Phosphations bei 
der Dialyse die Trockengewichtsbestimmungen verzégern kann. 

Extrakte ungekeimter Samen zeigen eine beachtliche Haltbarkeit. Sie lassen 
sich ohne nennenswerte Aktivititsverluste mehrere Wochen lang auf Eis auf- 
bewahren und 24—48 Stdn. gegen dest. Wasser dialysieren. (Uber eine bei der 
Dialyse gegen Leitungswasser auftretende Aktivierung vgl. S. 344.) Aus Keim- 
lingen und jungen Pflanzchen gewonnene wifrige Enzymlésungen sind hingegen 
meist wesentlich Jabiler, sowohl bei der Aufbewahrung als auch besonders beim 
Erwarmen (s. 8.340). Auch werden solche Enzymlésungen durch Gefrieren in- 
aktiviert, wihrend das Schrotenzym diese Behandlung unbeschadet iibersteht. 

Ein bei Extraktionsversuchen in Erscheinung getretener Stabilitatsunter- 
schied zwischen Gersten- und Sojaferment erscheint noch bemerkenswert. Als 
wir die Extraktion des Gerstenschrots wie friiher die der Sojabohnen? in der 
Kugelmiihle vorzunehmen versuchten, erhielten wir, auch bei stark variierter 
Schiitteldauer (15—120 Min.), praktisch inaktive Extrakte; auch die Zentrifugier- 
riickstande erwiesen sich in diesen Fallen (als Suspension verwendet) als wirkungs- 
los. Die Vermutung, daB die Lipoxydase der Gerste waihrend des ,,Kugelns‘ bei 
ihrer Einwirkung auf sameneigene Fettsiuren’® Inaktivierung erfahrt, lieB sich 
nicht bestatigen; denn als wir ein 2 Tage bei Zimmertemperatur mit Petrolather 
extrahiertes Gerstenschrot zur Halfte in der iiblichen Weise, zur anderen Halfte 
in der Kugelmiihle 1 Stde. extrahierten, zeigte der Kugelmiihlenextrakt im Gegen- 
satz zum ,,Normalextrakt‘‘ keine Aktivitaét. Da auch ,,Normalextrakte‘ bei nach- 
triglichem ,,Kugeln‘‘ ihre Aktivitat verlieren, handelt es sich offenbar um einen 
Fall von Schittelinaktivierung'4. Andrerseits lieferte ein 2 Stdn. trocken 
in der Kugelmiihle gemahlenes Gerstenschrot bei nachtraglicher Wasserextraktion 
mit Sand in der Reibschale eine Enzymlésung von durchschnittlicher Aktivitat. 


3 Braugersten enthalten etwa 1,6—2,1° Fett mit einer Jodzahl von 113—125; 
rund die Halfte der Fettsiuren besteht aus Linolsiure (J. Sedlmeyer, Z. ges. 
Brauwes. 1921, 191; K. Taufel u. M. Rusch, Z. Unters. Lebensmittel 57, 422 
[1929]; Biochem Z. 209, 55 (1929). 

184 Auch halbstiindiges kraftiges Schiitteln auf der Schiittelmaschine, nicht 
dagegen das Schiitteln in der Warburg-Apparatur wirkt inaktivierend. [Zahlreiche 
weitere Beispiele fiir Schiittelinaktivierung siehe bei H. v. Euler, Chemie der 
Enzyme I, 8.96 und IL/3, S. 44 u. 521 (Miinchen 1925 bzw. 1934), z. B. Lab, Pepsin, 
Ptyalin, Tyrosinase, Succinodehydrase und Katalase.] Die Schiittelstabilitat der 
Soja-Lipoxydase wurde dagegen — auch unter Beriicksichtigung des Proportionali- 
tatsbereichs — bestatigt. 
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Zur Kinetik und Beeinflussung des Ferments 


Die Kinetik der Gersten-Lipoxydase wird, ahnlich wie die des 
Sojaferments? > 15>, durch die Schidigung von seiten der Reaktions- 
produkte kompliziert, welche die O,-Aufnahme meist lange vor Er- 
reichung des theoretischen Endwerts (1 Mol. O, pro Fettsiuremolekiil 
bei der Primarreaktion) abstoppt. Versucht man dem durch Steigerung 
der Enzymkonzentration zu begegnen, so kommt man bald in ein 
Gebiet, in dem nicht mehr chemische, sondern physikalische Faktoren 
(O,-Diffusion) die Reaktionsgeschwindigkeit begrenzen. 


1. Der EinfluB der Enzymkonzentration (Abb. 1) 


Nur bei den kleinsten Enzymzusiatzen findet man _ Proportio- 
nalitét zwischen Anfangsgeschwindigkeit und Enzymkonzentration. 























15 30 45 60 75 90 
Min. —— 
Abb. 1. EinfluB der Enzymkonzentration auf die Linolatoxydation. Normal- 
ansétze. mg Enzymtrockengew. (Qo, = 235) in 
I II e III IV V Vil 
1,25 2,5 5 10 15 20 
O,-Aquivalent der eingesetzten Linolsiure: 1120 yl. 


Auch bei der héchsten Enzymkonzentration ist nach 90 Min. erst 
etwa die Halfte der theoretischen O,-Aufnahme (= 11201) erreicht. 


Man erkennt aus Abb. 1 die Wichtigkeit der Kenntnis des Proportionalitits- 
bereichs fiir alle vergleichenden Aktivitaétsmessungen (z. B. bei physiologischen, 
Reinigungs-, Hemmungs- und Aktivierungsversuchen). Er ist nicht nur nach 
oben, sondern auch nach unten hin begrenzt, da sehr kleine Enzymmengen (z. B. 
< 1 mg bei Gerste) tiberproportional weniger wirksam sind. Fiir eine Reihe von 
Kulturgrasern und Leguminosen wurde an Rohextrakten der Proportionalitits- 
bereich bestimmt (s. Tab. 1). 


3b H. Sillmann, Helv. chim. Acta 24, 1360 [1941]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 295 22 
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Tab. 1. Proportionalitatsbereiche fiir Rohenzymlésungen aus Schrot verschiedener 
Gramineen und Leguminosen. 








Pflanze |mg Trockengew./Normalansatz| Pflanze |mg Trockengew./Normalansatz 
Roggen etwa 1— 3 Bohne etwa 1—5 
Weizen etwa 1— 3 Erbse etwa 1-3 

Gerste etwa 1— 5 Wicke etwa 0,5—2 

Hafer etwa 3—10 Soja etwa 0,1—0,5 

Mais etwa 1— 5 





Die Werte spiegeln in ihrer unterschiedlichen Héhe die an anderer Stelle 
(Tab. 3, S. 345) mitgeteilten Aktivitaitsunterschiede der Rohextrakte wieder. 


2. Der EinfluB der Substratkonzentration 


wurde in Ansitzen mit relativ reichlichem Enzymzusatz (14,5 mg) 
untersucht. Abb.2 zeigt, da8 schon bei der Linolatkonzentration 
m/500 maximale, bei m/1000 halbmaximale Anfangsgeschwindigkeit 
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Abb. 2. EinfluB der Substratkonzentration auf die Linolatoxydation. Normal- 
ansitze mit je 14,5 mg Enzymtrockengewicht. 


I II Iil IV V VI 
Substratkonz. m/1000  =m/500 = m/250 = m/150 m/100~ = m/50 
Theor. O,-Aquivalent 
(ul) 56 112 224 373 560 1120 
O,-Aufnahme nach 
60 Min. 52 97 172 252 305 345 
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erreicht wird. Die Michaelis-Konstante der Gersten-Lipoxydase ist 
also ~ 10-3-m. 

Fiir die Soja-Lipoxydase 14Bt sich den Kurven der vorausgehenden Mit- 
teilung? (fiir Linolenat) ein Km-Wert in der Nahe von 2-10-%-m. entnehmen, 
waihrend Holman (mit spektrophotometrischer Methodik und _ Linolat) 
1,35 - 10-3-m. findet?®. 

Nur bei der niedrigsten Substratkonzentration wird der theoretische 
Endwert der O,-Aufnahme praktisch erreicht, bei der héchsten nur noch 
1/, davon. Zweifellos déuBert sich darin die zunehmende Schidigung der 
gleichen Enzymmenge durch steigende Peroxyd- bzw. Peroxydradikal- 
Konzentrationen. 


Eine ganz ahnliche Konzentrationsabhaingigkeit wurde bei Ver- 
wendung von Natriumlinolenat an Stelle von Natriumlinolat beob- 
achtet, so daB auf die Wiedergabe der Kurven hier verzichtet werden 
kann. Anfangsgeschwindigkeiten und Endwerte der Oxydation von 
Linol- und Linolensiéure stimmten innerhalb der Fehlergrenzen tiberein. 
Die dritte Doppelbindung der Linolensiure kommt also kinetisch und 
im O,-Endwert nicht zum Ausdruck. 

Holman uud Elmer’ hatten bereits bei Soja-Lipoxydase gleiche Oxy- 
dationsgeschwindigkeit fiir dieAthylester von Linol-, Linolen- und Arachidonsaure 
gefunden, wahrend die Autoxydations-Geschwindigkeit der Ester mit der 
Zahl der Doppelbindungen erheblich zunahm?’. 


3. Der pg-Einflu8 


weist bei der Gersten-Lipoxydase bemerkenswerte Unterschiede gegen- 
iiber den friiher beim Sojaenzym festgestellten Verhaltnissen auf.Wahrend 
die Wirkung des letzteren gegeniiber Linolat bei pg 9—10 optimal ist, 
aber auch bei pg-Steigerung bis tiber 11 nur wenig abfallt® 18, zeigt das 
Gerstenferment eine ziemlich symmetrische Aktivitits-pg-Kurve mit 
ausgepragtem Optimum bei pg 6,8 (Abb. 3, ausgezogene Kurven). 
Wahrend unterhalb von py 7 die Kurve des Gerstenenzyms im wesent- 
lichen nur 1,5 py-Einheiten nach der sauren Seite gegen die des 
Sojaenzyms verschoben ist, ist der starke Abfall der Kurve des Gersten- 
enzyms oberhalb von py 7 fiir das letztere charakteristisch. Wir haben 
versucht, durch Aufnahme der Stabilitits-p,-Kurven zu entscheiden, 
ob dieser Abfall reversibler oder irreversibler Natur ist. 


14 R.T.Holman, Arch. Biochem. 15, 403 [1947]. 

15 Unlingst haben aber A. L. Tappel, P.D. Boyer u. W. O. Lundberg 
(J. biol. Chemistry 199, 267 [1952]) gleichfalls mit optischer Methodik einen 
wesentlich niedrigeren Wert erhalten (2-10~°-m.). Allerdings weisen ihre Aktivitat- 
Substratkonzentrations-Kurven bei héheren Konzentrationen eine mit unserer 
Methodik nicht beobachtete Anomalie auf. 

16 R.T. Holman u. O.C. Elmer, J. Amer. Oil. Chemists’ Soc. 24, 127 
[1947]. 

1? Vgl. ahnliche Beobachtungen fiir die freien Fettsiuren von W. Franke 
u. D. Jerchel, Liebigs Ann. Chem. 538, 46 [1937]. 

1 G.N.Smith, Arch. Biochem. 19, 133 [1948]. 

22* 
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Hierzu wurden — unter Beriicksichtigung des Proportionalitaétsbereichs — 
Enzymlosungen bei 25° 30 Min.in Puffer von bestimmtem py inkubiert; als Puffer 
wurden auBer Phosphat die Universalpuffer nach Michaelis (Veronal-Acetat) 
und McIlvaine (Phosphat-Citronensiure) sowie fiir das stairker alkalische Gebiet 
Ammoniak-Ammoniumchlorid verwendet. AnschlieBend wurde vorsichtig neutra- 


lisiert, Puffer von py 7,0 bzw. py 9,0 sowie Substrat zugegeben und die verbliebene 
Aktivitét bestimmt. 1 
Abb. 3 (gestrichelte Kurven) lat erkennen, daB die Stabilitat von f 


Gerstenenzym im sauren Gebiet merklich, im alkalischen Gebiet aber 
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Abb. 3. pu-EinfluB auf Aktivitat (I) und Stabilitat (IT) von Soja- (a) und Gersten- 
Lipoxydase (b). Normalansatze. In I direkte Aktivitatsbestimmung beim be- 
treffenden py, in II halbstiindige Inkubation (25°) beim betreffenden po und 
anschlieBende Aktivitétsbestimmung bei py 7 (b) bzw. 9 (a). (Die Aktivitaét des 
nichtvorbehandelten Enzyms wird gleich 100 gesetzt.) 
































sehr viel geringer ist als die von Sojaenzym. Da die alkalischen Kurven- a 
iste fiir Aktivitét und Stabilitét beim Gerstenferment nahe zu- 
sammenfallen, kann der Aktivitatsabfall als durch Enzymzerstorung 
bedingt angesehen werden. ‘ 
DaB die Aktivitatskurve gegeniiber der Stabilitaitskurve etwas nach niedri- / 
geren p;,-Werten hin verschoben ist, mag damit zu erkliren sein, daB das ,,ar- I 
h 


beitende“‘ Ferment (wahrscheinlich infolge Peroxydschidigung) empfindlicher ist 
als das ,,ruhende‘‘?9, 


4. Der TemperatureinfluB 


In der vorausgehenden Mitteilung* waren fiir die Soja-Lipoxydase N 
im Bereich zwischen 20 und 37° praktisch gleiche Anfangsgeschwindig- b 
keiten gefunden worden; mit abnehmender Temperatur setzt sich die . 
Reaktion aber linger fort, so daB schlieBlich héhere Endwerte der O,- 
Aufnahme erreicht werden. Holman" fand fast gleichzeitig in spektro- : 
photometrischen Untersuchungen iiber die Temperaturabhangigkeit der ( 


19 Vgl. ahnliche Verhaltnisse bei der (H,O,.-liefernden) Glucose-Oxydase | 
der Schimmelpilze, J. Freimann u. W. Franke, Liebigs Ann. Chem. 559, 199 s 
[1948]. 
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Anfangsgeschwindigkeit (2 Min.) eine breite optimale Zone zwischen 
20 und 37°; oberhalb dieser fallt die Aktivitait rasch ab, so daB sie bei 
47° schon nur mehr etwa 10% der optimalen betragt. 

Wir haben die Wirkung des Gerstenenzyms zwischen 2° und 40° 
in Normalansitzen mit 12mg Enzymtrockengewicht?® untersucht 
und grundsiatzlich ahnliche Verhiltnisse wie beim Sojaferment wieder- 
gefunden (Abb. 4). (Die langsame lineare O,-Aufnahme im 40°-Versuch 
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Abb. 4. Einflu8 der Temperatur auf die Wirkung der Gersten-Lipoxydase. Normal- 
ansitze mit 12 mg Enzymtrockengewicht ; Qo, = 75. O.-Aquivalent der Linolsaure: 
1120 ul. 


nach 15 Min. ist offenbar nichtenzymatischer Natur.) Da tiber die 
Thermostabilitat auch des (ruhenden) Sojaenzyms keine exakten 
Angaben vorlagen —lediglich Siillmann?*” gibt an, daB 15 Min. lange 
Erwarmung auf 56° kaum, 20 Min. lange auf 73° fast vollig inaktiviert —, 
haben wir vergleichend die Temperatur-Stabilitats-Kurven fiir Soja- 
und Gerstenferment aufgenommen. 

Hierzu wurden auf px 7,0 (Gerste) bzw. 9,0 (Soja) gepufferte, substratfreie 
Normalansatze (mit im Proportionalitatsbereich liegenden Enzymmengen) 30 Min. 
bei bestimmten Temperaturen im Wasserbad gehalten und anschlieBend die ver- 
bliebene Aktivitat bei 30° in iiblicher Weise nach Substratzusatz bestimmt. 


Abb. 5 zeigt, daB das Gerstenferment (Kurve b) etwas stabiler ist 
als das Sojaferment (Kurve a); die ,, Tétungstemperaturen“nach v. Euler 
(Temperaturen 50-proz. Aktivitatsverlustes bei optimalem py) liegen bei 


20 Die Enzymkonzentration hat hier keinen entscheidenden EinfluB. Eine 
zweite Versuchsreihe mit einer im Proportionalititsbereich gelegenen kleineren 
Enzymmenge ergab grundsitzlich gleiche Resultate wie die der Abb. 4. 
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53° bzw. 49° 2%, Die aus den Angaben Siillmanns zu schlieBende héhere 
Thermostabilitét des Sojaferments erklirt sich wahrscheinlich durch 
Nichtbeachtung des Proportionalitatsbereichs. Der in den Versuchen 
der Abb. 4 oberhalb von 20° bei lingerer Versuchsdauer in Erscheinung 
tretende Wirksamkeitsabfall ]aBt sich jedenfalls nicht durch die Thermo- 
labilitét des Ferments als solchen erklaren, sondern nur wieder durch 
die (stark temperaturabhingige) Schidigung des Ferments wiahrend 
seiner Funktion. 
100 





a 





%Aktivitat —— 
8 

















Abb. 5. Einflu8 der Temperatur auf die Stabilitét der Soja- (a) und der Gersten- 

Lipoxydase (b). Pufferextrakte aus Samenschrot; QYo.: Soja 1600, Gerste 220. 

Normalansiatze bei 30° nach vorheriger halbstiindiger Erwirmung (ohne Substrat) 

auf verschiedene Temperaturen. (Punktierte Linien zur Ermittlung der ,,'Totungs- 
temperatur*.) 


In diesem Zusammenhang schien es von Interesse, einige Brauereimalze 
auf ihren noch verbliebenen Lipoxydase-Gehalt zu untersuchen. Wahrend aus 
drei hellen (,,Pilsner“) Gerstenmalzen noch Enzymlésungen mit Qo.-Werten von 
40—70 und Enzymgehalten von 750—1500 EE/g (Gerstenschrot durchschnittlich 
150 bzw. 5000) extrahiert werden konnten, erwies sich der Extrakt aus einem 
dunklen (,,Miinchner“) Malz als inaktiv. Hier spielen Unterschiede in der Darr- 
temperatur eine wesentliche Rolle; helles Malz konnte z. B. durch 4-stdg. ,,Nach- 
darren“ bei 90° vollstandig inaktiviert werden. 


5. Der Einflu&B des O,-Partialdrucks 
wurde im Bereich von 10,5—100° Sauerstoff an Ansiatzen variierten 
Enzymgehalts niher untersucht. Beim Sojaenzym hatten wir friher? 
nur geringen EinfluB des O,-Partialdrucks im Bereich Luft-reiner O, 
auf die Anfangsgeschwindigkeit, etwas deutlicheren auf die schlieBlich 
erreichte O,-Aufnahme gefunden. Auch Holman" gibt (bei spektro- 
photometrischer Messung der Anfangsgeschwindigkeit) an, daB bereits 
beim O,-Partialdruck der Luft das Sojaferment mit O, gesattigt ist. 


204 Bei Gerste gilt dieser Wert sowohl fiir Phosphat-Extrakte aus ruhenden 
Samen als auch aus 51/, Tage alten Pflinzchen. Ungepufferte Wasser-Extrakte 
sind dagegen erheblich labiler; beim Eigen-py (5,83—6,0) erwairmt, ergab ein 
Schrotextrakt eine Tétungstemperatur von 43°, ein Extrakt aus 5!/, Tage alten 
Pflanzchen gar nur eine solche von 30°. 
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Wir finden beim Gerstenenzym, da8 nur bei den niedrigsten Enzym- 
konzentrationen die Anfangsgeschwindigkeit vom O,-Partialdruck un- 
abhingig ist (Abb. 6, Kurven I, II, III); bei héheren Enzymkonzen- 
trationen wird in Luft/N, (1: 1) und in Luft bald eine Grenzgeschwindig- 
keit erreicht (vgl. auch Abb. 1), wahrend in reinem O, die Anfangs- 
geschwindigkeit kontinuierlich mit der Enzymkonzentration zunimmt?!. 
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Abb. 6. Einflu8 des O,-Partial- 400 
drucks auf die O,-Aufnahme im Va a 
System der Gersten-Lipoxydase 

nach 10 Min. (I, II, WI) und 300 }- 7 ee 
nach 60 Min. (Ia, Ila, IIIa). Nor- , 
malansaitze mit Enzym von Qo, = - age” 
240. 0,-Aquivalent der Linolsaure: 200 5 
1120 wl. °,O0,-Partialdruck in I, Fz 
Ta: 10,5; in I, Ila: 21; in II, 0\ 2 ri I 
IIIa: 100. #--3---—— 
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Der Vergleich der nach 60 Min. (wo die Enzymreaktion zum gréBeren 
Teile abgeklungen ist) 21 aufgenommenen O,-Mengen (Abb. 6, Kurven Ia, 
IIa, IIIa) ergibt im gesamten Bereich EinfluB der Enzymkonzen- 
tration bei allen O,-Partialdrucken, um so deutlicher allerdings, je 
hdher der letztere ist; die Reaktion in Luft holt die in reinem O, auch 
bei héherer Enzymkonzentration spiter weitgehend wieder ein. 


Tab. 2. EinfluB des O,-Partialdrucks bei variierter Substratkonzentration. 








Linolatkonzentration 
Min. m/1000 m/500 m/250 

Luft | O, | Luft | O, Luft | O, 

5 21 22 61 75 74 173 
10 24 25 82 82 159 180 
15 28 29 84 84 186 186 
30 29 30 88 87 206 204 
60 29 31 89 90 212 210 

















21 Vgl. ahnliche Verhaltnisse bei der Glucose-Oxydase?’®, 

21a Nach 90—120 Min. setzt eine offenbar nichtenzymatische, autokatalytisch 
verlaufende, langsame weitere O,-Aufnahme ein; sie erreichte in einem Versuchs- 
paar in Luft nach 450 Min. 1 Mol. O,, in reinem O, fast 1,5 Mol. O.. 
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Allgemein kommt es auf die ,,potentielle’’ Reaktionsfahigkeit des Systems 
an, ob der O,-Partialdruck einen EinfluB auf die Reaktionsgeschwindigkeit zeigt 
oder nicht. Dies ergab sich auch aus einer zweiten Versuchsreihe, in der bei kon- 
stanter Enzymkonzentration (10 mg/Ansatz) die Linolatkonzentration zwischen 
m/1000 und m/250 variiert wurde. Wie Tab. 2 zeigt, wird nur im Ansatz mit der 
héchsten Substratkonzentration die Anfangsgeschwindigkeit durch reinen O, 
gegeniiber Luft betrachtlich erhdht. 


Auch Tappel, Boyer und Lundberg (I. c."5) fanden unlangst beim Soja- 
enzym, daB der ,,O,-Sattigungsdruck** bei Erhéhung der Substratkonzentration 
stark ansteigt, z. B. auf das Vierfache beim Ubergang von m/2800- auf m/140- 
Linolat. 


6. Der aktivierende Einflu8B von Calcium 


Als wir Gerstenextrakte 24 Stdn. gegen Leitungswasser dialysierten 
und anschlieBend ihre Aktivitét — unter Beriicksichtigung des Pro- 
portionalitatsbereichs — mit derjenigen nichtdialysierter, aber bei 
gleicher Temperatur (12—14°) aufbewahrter Enzymlésungen ver- 
glichen, stellten wir Aktivititssteigerungen von 100—200°% bei den 
dialysierten Extrakten fest. Die gleiche Aktivitatserhéhung fanden wir 
auch schon bei bloB 5 Stdn. dialysierten Extrakten. Wir dachten an die 
Anwesenheit eines natiirlichen Inhibitors in den Rohextrakten und 
waren erstaunt, als die Aktivierung ausblieb, wenn statt gegen Leitungs- 
wasser gegen mehrmals gewechseltes destilliertes Wasser im Kis- 
schrank dialysiert wurde. Dieser Befund sprach fiir die Anwesenheit 
eines ,,Aktivators‘‘ im Leitungswasser. 

Beim Sojaenzym konnten wir unter im iibrigen vergleichbaren Bedingungen 
Aktivierungserscheinungen nie beobachten, wohl aber z. B. beim Enzym aus Mais. 

Da das K6lner Leitungswasser unseres Bezirks im Durchschnitt 
18mg% Magnesium und 18,5 mg°, Calcium (neben Spuren von 
Eisen und Aluminium) enthalt®*, war beim Aktivierungseffekt in erster 
Linie an Ca** und Mg zu denken. Zur Priifung wurden ein Leitungs- 
wasserkonzentrat vom doppelten Gehalt des normalen Wassers** sowie 
CaCl,- und MgCl,-Lésungen ebenfalls von doppelter Leitungswasser- 
kenzentration hergestellt und zu Normalansitzen in einer dem Enzym- 
volumen entsprechenden Menge gegeben. Abb.7 zeigt das Ergebnis 
dieser Versuchsreihe: waihrend Mg’ nur Andeutungen einer Wirkung 
zeigt, ruft Ca’ den Leitungswassereffekt in voller Hohe hervor. 

Die vorliegenden Ergebnisse wurden im Juni/Juli 1953 an einer vorjahrigen 
Gerste in gréBenordnungsmaBig reproduzierbarer Weise erhalten. Als wir die 
Versuche im September/Oktober wiederholten, waren die Aktivierungseffekte 
stark abgesunken und blieben bisweilen ganz aus. Versuche mit einer (noch nicht 
keimfahigen) Gerste der diesjihrigen Ernte ergaben wieder Aktivierung (etwa 
70°,,), doch lieB auch hier die Reproduzierbarkeit zu wiinschen tibrig. Es scheint, 
daB Alter und physiologischer Zustand des Pflanzenmaterials eine wichtige Rolle 
spielen, vielleicht auch Komplikationen durch die Bildung schwerléslicher Ca-Salze 


#2 Wir verdanken diese Angaben Herrn Dr. K.W6ger von der Analytischen 
Abteilung unseres Instituts. 

23 Durch Eindampfen des mit Salzsiure schwach angesiuerten Leitungs- 
wassers und anschlieBendes Neutralisieren erhalten. 








TH a eld ee ee ole 


at OOP OOOO 


i se ae 





Bd. 295 (1953) Zur Autoxydation der ungesattigten Fettsiuren VI 345 


150 





Ss 1254 
a 


100;—— 


Abb. 7. Wirkung der Gersten- 
Lipoxydase ohne (I) und mit Lei- 751 
tungswasserzusatz (II) sowie mit 
Zusatz der in letzterem enthaltenen 
Mg":- (I + Mg’) undCa*-- (I + Ca**) 
Mengen. Normalansatze mit Vero- 
nalpuffer (pH 7,2) und 2,6 mg 
Enzymtrockengewicht. Leitungs- 
wasser-Konzentrat 2: 1 im gleichen 25; 
Volumen zur Enzymlésung zuge- 
setzt. 


50; 

















15 30 45 60 
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(z. B. Phosphat, Phytat). Die Klarung dieser Verhaltnisse muB weiteren Unter- 
suchungen vorbehalten bleiben. 


Zur Physologie der Gramineen-Lipoxydase 
1. Untersuchungen an ruhenden Samen 


Wie einleitend bereits erwihnt, konnten wir Lipoxydase in allen 
bei uns iiblicherweise angebauten Kulturgrisern nachweisen. Tab. 3 
enthalt Angaben iiber Enzymaktivitaét und Enzymgehalt der 
Samen von Getreide-Arten und — zum Vergleich — auch von einigen 
Leguminosen. 


Bei dieser Gelegenheit wurden die in Tab. 1 angegebenen Proportionalitats- 
bereiche festgestellt. Mit einer Ausnahme liefen die Versuche unter Normal- 
bedingungen bei py 7,0. 


Tab. 3. Lipoxydase-Aktivitat (Qo,) und -Gehalt (EE/g) verschiedener Gramineen- 
und Leguminosen-Samen. 




















Pflanze Qo: EE/g Pflanze Qo; EE/g 
Gerste 150—200] etwa 6000 | Erbsen 150 etwa 20000 
Roggen 150—200} etwa 10000 | Bohnen (weiB) 150 etwa 20000 
Weizen 200—250] etwa 8000 | Wicke 300 etwa 30000 
Hafer 25— 50| etwa 1000 | Soja 1000 | 250000— 500000 
Mais 80—120| etwa 1500 | Soja (pu 9,0) 2500 | 800000— 1300000 


Soweit nach der geringen Zahl untersuchter Proben schon ein 
Urteil erlaubt ist, liBt sich sagen, daB Gerste, Roggen und Weizen 
hinsichtlich Enzymaktivitat und -gehalt in der gleichen GréBenordnung 
liegen; Mais fallt vornehmlich hinsichtlich des Enzymgehalts, Hafer 
sowohl in Gehalt als Aktivitaét stark gegeniiber der ersteren Gruppe ab. 
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Die Untersuchungen an Getreidesamen wurden im Januar 1952 mit Material 
der vorjahrigen Ernte durchgefiihrt. Als die Bestimmungen am gleichen Material 
im Oktober 1952 wiederholt wurden, zeigte sich in der ,,Spitzengruppe kein 
wesentlicher Abfall der Werte, wohl aber beim Mais, bei dem Qo, auf 50—70, 
EE/g auf 1250 gefallen war, und besonders beim Hafer, der vollstaindig inaktiv 
geworden war. 

Es wird noch zu priifen sein, ob Beziehungen zwischen der geringen Aktivitat 
und Stabilitat des Haferenzyms und dem bekannten Gehalt des Hafermehls an 
natiirlichen Antioxydantien*! bestehen*®. 

Bemerkenswert ist die Feststellung, da8 Erbsen, Bohnen und Wicken 
zwar keine aktivere, wohl aber wesentlich mehr Lipoxydase enthalten 
als die meisten Getreidearten. Dagegen steht die Soja sowohl hin- 
sichtlich Aktivitét als auch Enzymreichtums in Sonderklasse: sie ist 
nicht nur um eine GréfSenordnung lipoxydase-aktiver, sondern dazu 
noch um 1—2 GréBenordnungen enzymreicher als die anderen Legu- 
minosen und die besten Getreidearten. 

Da Lipoxydase nicht generell in Gramineensamen-vorkommt, zeigt der 
negative Befund bei der Untersuchung zweier verschiedener Handelsproben von 
Hirse sowie von verschiedenen Grassamen (Glatthafer, Knauelgras, Wiesen- 
rispengras, Kanariengras und engl. Raygras); aktiv war dagegen ein Samenextrakt 
des Rotschwingels (Festuca rubra) mit Qo, = 65. 

Die Frage nach dem Sitz des Ferments im Getreidekorn lieB 
sich unschwer beantworten. Bei Halbierung von Gerstenk6rnern z. B. 
wurde ein aktiver Extrakt nur aus den unteren Kornhilften, die den 
Embryo enthielten, erhalten. Zum Beweis, daB das Ferment in der Tat 
hauptsichlich im Embryo lokalisiert ist, priparierten wir aus einer 
groBeren Anzahl vorher geweichter Kérner den Keimling einschlieBlich 
des Scutellums heraus und extrahierten diese sowohl als auch den ver- 

_bleibenden Kornanteil. Die Embryoextrakte waren hochaktiv — 
QO, = 415 —, die Mehlkorperextrakte inaktiv. 


2. Untersuchungen an Keimlingen und jungen Pflanzchen 


Die Reproduzierbarkeit von Versuchen, Enzymaktivitét und 
Enzymgehalt in Abhingigkeit vom Alter des Keimlings bzw. der Pflanze 
darzustellen, ist sehr miBig; die verwendete Gerstensorte und ihr Alter 
zusammen mit Cer bei der Keimung zunehmenden Labilitat des Enzyms 
beeinflussen die erhaltenen Werte stark. Immerhin kénnen wir in Form 
zweier Kurven die Mittelwerte von fiinf Versuchsreihen angeben, die an 
zwei Braugersten der Jahrginge 1951 und 1952 zwischen Frihjahr 
1952 und Friihjahr 1953 ausgefiihrt wurden (Abb. 8). 

Vorbereitung und Aussaat des Pflanzenmaterials erfolgte wie friiher (S. 334) 


angegeben. Das durchschnittliche Entwicklungsstadium des Keimmaterials 1a8t 
sich durch folgende Stichworte charakterisieren: 


24 Vogl. die Handelspraparate A venol und Avenex der Lebensmittelindustrie. 
25 Zur chemischen Natur dieser Stoffe vgl. W. Diemair u. H. Fox, Angew. 
Chem. 52, 484 [1939]; W. Diemair, R. Strohecker u. K. Reuland, Z. Unters. 
Lebensmittel 79, 23 [1940]; K. Taufel u. R. Rothe, Fette und Seifen 51, 100 
[1944]. 
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Abb. 8. Aktivitét (Qo,) und 80 . \ 2000 
Enzymgehalt (EE/g) etiolierter Q EE/g 
Gerstenkeimlinge und -pflanz- 02 
chen in Abhangigkeit von deren “ r 1000 
Alter. Normalansitze mit waB- 
rigen Gewebeextrakten. : = oe 
1 3 7 9 "1 
Tage oo 
Alter (in Tagen) | Zustand 
i, geweichtes Korn 

1}/, ,spitzendes* Korn 

2/. Blattkeim 1/,—?/, Kornlingen 

3}/, Blattkeim 1'/, Kornlangen 

41/, Koleoptile 3 cm lang 

54/. Koleoptile etwa 5 cm lang 

61/, Koleoptile etwa 10 cm lang 

7/,—10"/. Pflinzchen etwa 10cm hoch 

11/,—141/, Pflanzchen etwa 15—20cm hoch 





Wie Abb. 8 fiir den Fall etiolierter Keimlinge bzw. Pflanzchen zeigt, 
andern sich Aktivitét und Enzymgehalt in den ersten beiden Keimtagen 
nicht, dann erfolgt ein einigermaBen kontinuierlicher Abfall beider 
GréBen, so daB nach etwa 11 Tagen keine Aktivitét mehr vorhanden 
ist. Bei der Sojabohne hatte Holman*®® ganz ahnliche Ergebnisse 
erhalten. 

Der Unterschied zwischen etiolierten und griinen Pflanzchen 
liegt in der Richtung, daB die letzteren etwas aktiveres Enzym ent- 
halten und da&B der Verlust der Aktivitat etwas spiter erfolgt. Tab. 4 
enthalt Gegeniiberstellungen von QO,- und EE/g-Werten fiir gleich- 
altriges etioliertes und griines Pflanzenmaterial. 


Da mit verschiedenen Gerstensorten und zu verschiedenen Zeiten gearbeitet 
wurde, ist ein Vergleich nur in horizontaler Richtung méglich. 


Tab. 4. Vergleich von Aktivitét (Qo,) und Enzymgehalt (EE/g) in 
gleichaltrigen etiolierten und griinen Gerstenpflinzchen. 











Qo: EE/g 

Alter (Tage) a —_ : 
etioliert | griin etioliert griin 

61/, 40 45 3100 4400 
8}/, 80 90 3200 3400 
81/, 35 60 850 2600 
121/, 0 20 0 1000 
131/, 0 0 0 0 











26 R.T. Holman, Arch. Biochem. 17, 459 [1948]. 
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Im Verlaufe der Keimung wandert die Lipoxydase in die wachsen- 
den Teile der Pflanzen hinein. Wir untersuchten in 31/, Tage alten Keim- 
lingen und in 91/, Tage alten griinen Pflinzchen Endosperm, Wurzeln 
und Blatter getrennt auf Enzymaktivitat und -gehalt, ferner Wurzeln 
und Blatter einer zweizeiligen, ausgewachsenen und kurz vor der Reife 
stehenden Freilandgerste (etwa 1m hoch) mit nachstehendem Ergebnis 
(Tab. 5). 


Tab. 5. Enzymverteilung in Endosperm, Wurzeln und Blattern von Gerste. 











. Blatter (bzw. Blatt- 
Alter der Pflanze Endosperm Warsein keim mit Scheide) 
(Tage) " 
. Qo, | EE | Qo, | EE | Qo, | EE/ 
31/, 0 0 290 — 210 -- 
9'/, 0 0 35 2500 30 4500 
ausgewachsen — _ 0 0 0 0 




















Wie ersichtlich, ist die Enzym-Aktivitat in friihen Stadien in 
Wurzeln und Blattern ungefaihr gleich groB, wenngleich letztere mehr 
Enzym zu enthalten scheinen. Im Endosperm ist kein Enzym nach- 
weisbar, ebenso wenig in Wurzeln und Blattern ausgewachsener Pflanzen. 


3. Untersuchungen am reifenden Samen 
Es schien noch die Feststellung von Interesse, in welchem Stadium 
der Kornreifung das Enzym nachweisbar wird. Es ergab sich bei zwei 
Freilandgersten, daB dies zur Zeit der ,,Milchreife“ bereits der Fall ist 
und daB Aktivitét und Enzymgehalt dann bis zur Vollreife stark an- 
steigen (Tab. 6). 


Tab. 6. Aktivitat (Qo,) und Enzymgehalt (EE/g) im reifenden Korn. 

















zweizeilige Gerste sechszeilige Gerste 
Reifestadium 
Qo, | EE Qo, | EE 
»Milchreifes ..... 25 1500 16 700 
nach ,,Milchreife‘. . . 50 1700 _ — 
fertig ausgebildet, griin . - — 100 4000 
vollreif, gelb. .... 265 6500 160 3500 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir die Gewahrung 
einer Sachbeihilfe zu Dank verbunden; dem Brauerei-Hochschulverein, 
K6ln, danken wir fiir die Bereitstellung von Mitteln zur Literaturbeschaffung. 


Zusammenfassung 


1. In Samen, Keimlingen und jungen Pflainzchen von Getreide- 
arten (Roggen, Weizen, Gerste, Hafer, Mais), aber offenbar nicht 
generell in Gramineen, kommt Lipoxydase vor. Nach etwa 10—14 
Tagen verschwindet sie aus Wurzeln und Blattern der Gerste und er- 
scheint im ,,milchreifen‘‘ Korn wieder. 

2. Die Kinetik des Gerstenenzyms ihnelt derjenigen der friher 
untersuchten Soja-Lipoxydase und ist weitgehend durch die Schadigung 
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des Enzyms von seiten seiner peroxydischen Reaktionsprodukte 
charakterisiert. Vom Sojaferment unterscheidet sich dasjenige der 
Gerste — auBer durch seine wesentlich geringere Aktivitait und Konzen- 
tration in der Pflanze — vor allem durch sein ausgepragtes pq-Optimum 
bei pg 6,8 (Soja 9,5), seine Empfindlichkeit gegen alkalisches Milieu 
und gegen Schiitteln sowie seine etwas gréBere Thermostabilitit 
(,, T6tungstemperatur“ 53° gegen 49°). 

3. Bei der Dialyse der Gersten-, nicht der Soja-Lipoxydase wurde 
ein auffallender, in seiner Gré8e offenbar von Alter und physiologischem 
Zustand des Pflanzenmaterials abhiangiger Aktivierungseffekt des 
Leitungswassers beobachtet, der auf Ca** zuriickgefiihrt werden konnte. 


Uber die methylierte Heferibonucleinsdure 
Von 
Fujio Egami, Hiroshi Ishihara und Michio Shimomura 
Aus dem Chemischen Universitétslaboratorium, Nagoya, Japan 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29, August 1953) 
Herrn Prof. Dr. K. Thomas zu seinem 70. Geburtstage gewidmet 


Vor einiger Zeit berichteten wir, daB man Ribonucleinsaéure mit 
Lanthan- oder Ceriumhydroxyd beinahe vollig zu Nucleosiden und Phos- 
phorsiure hydrolysieren kann’, Dagegen wird aus Desoxy-ribonu- 
cleinséure unter analogen Bedingungen keine Phosphorsiure frei?. Trotz 
ihrer chemischen Ahnlichkeit unterscheiden sich die beiden Nuclein- 
siuren voneinander durch ihr charakteristisches Verhalten gegeniiber 
Lanthanhydroxyd. Welcher Strukturunterschied liegt hier zugrunde ? 

Die schwierigere Verseifbarkeit der Desoxy-ribonucleinsiure durch Alkalien 
ist schon lange bekannt. Brown und Todd?‘ erklaren diese Tatsache folgender- 
ma8en: Wenn man die Nucleinsaure als einfache, gerade Polynucleotid-Kette (1) 
ansieht, in der der einzelne Nucleosid-Rest kurz als C,—C,;—C, dargestellt ist, 
so wiirde der alkalischen Verseifung der Ribonucleinséure ein intermediarer Zu- 
stand (II) vorangehen und darauf eine leichte Spaltung der Triestergruppen er- 
folgen, aber ausschlieBlich an der P—O—C;,-Bindung. Die freigewordene, cyclische 
Nucleosid-(2.3)-phosphorséure wiirde dann Nucleosid-(2)- und -(3)-phosphorsaure 
ergeben. Dieser Mechanismus ist 


al —OH - al a 
C,—OH C, C, \p 7? & * Pp Cs 
ad OH (,—0 H ist 0 0% “OQ G— 
3 Spd L re ‘ 0 ay O 0 r 

4 oF \No—6, 0% o~ C C, C 
(I) (ID 


1 F, Egamiu. M. Shimomura, Naturwissenschaften [Japan] 18, 472 [1948]. 
2M. Shimomura u. F. Egami, Bull. chem. Soc. Japan 26, 263 [1953]. 
3M. Shimomura, Bull. chem. Soc. Japan (im Druck). 

4D. M. Brown u. A. R. Todd, J. chem. Soc. [London] 1952, 52. 
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auf die Desoxy-ribonucleinséure nicht anwendbar, da sie keine OH-Gruppe an 
C, hat und daher die cyclische, intermediaére Verbindung nicht bilden kann. 
Auch bei der Einwirkung von Lanthanhydroxyd auf Nucleinsiure 
kann die OH-Gruppe an C, im Ribose-Rest eine Rolle spielen. In der 
vorliegenden Arbeit untersuchten wir zunichst das Verhalten der methy- 
lierten Ribonucleinsiure, die keine OH-Gruppe im Ribose-Rest hat. 
Ferner lieBen wir Ribonuclease und Desoxy-ribonuclease auf die methy- 
lierte Ribonucleinsaure einwirken. Es zeigte sich, daB die freie OH-Gruppe 
im Ribose-Rest fiir das Substrat der Ribonuclease unentbehrlich ist, 
wahrend die Aminogruppe in den Nucleobasen auf die Spaltungsge- 
schwindigkeit des Substrates nur einen kleinen EinfluB hat*®, 


Praparate und Methoden 
Methylierter Ribonucleinsaure-methylester (MeRNSMe): Die Hefe- 
ribonucleinséure (Kirin Laboratorium), die nach der Vorschrift von Clark und 
Schryver’ dargestellt worden war, wurde durch Schiitteln mit Chloroform nach 
Sevag und Mitarbb.® gereinigt, mit Essigsiure gefallt, abzentrifugiert, mit 
Athanol und Ather gewaschen und im Vakuum iiber P, O, getrocknet. Dieses 
pulvrige Produkt, dessen N- und P-Gehalt Tab. 1 zeigt, wurde in absol. Methanol 


Tab. 1. Analyse der Ribonucleinséure (RNS), des methylierten Ribonucleinséure- 
methylesters (MeRNSMe) und der methylierten Ribonucleinsiure (MeRNS). 

















N P MeO 
MeO/4P 
% % % wr 
RNS 13,8 8,9 
MeRNSMe 12,3 8,3 16,2 7,9 
MeRNS 8,4 8,6 4,1 














suspendiert und bei 25° mit Methyljodid und Silberoxyd nach Anderson und 
Mitarbb.® methyliert. Nach Anderson® wird durch dieses Verfahren die Nu- 
cleinsiure nicht zersetzt, die freien OH-Gruppen in den Ribose-Resten und in der 
Phosphorséure aber werden methyliert. Die wisserige Lésung des dargestellten 
Esters wurde gegen dest. Wasser im Eisschrank dialysiert, um die hochmolekulare 
methylierte Ribonucleinsiure von Zersetzungsprodukten, die bei der Methylierung 
etwa entstanden sein konnten, zu befreien. Das getrocknete Praparat wurde ana- 
lysiert (Tab. 1). 

Methylierte Ribonucleinsiure (MeRNS): Die Darstellung erfolgte nach 
den Angaben von Anderson und Mitarbb.®; dabei bleiben die MeO-Gruppen 
in den Ribose-Resten erhalten, diejenigen an der Phosphorsiure werden abge- 
spalten: 100 mg MeRNSMe wurden in 10 ccm n/10-NaOH geldst, 4 Stdn. bei 100° 
gehalten, mit »/10-HCl neutralisiert und gegen dest. Wasser dialysiert (Analysen- 
werte s. Tab. 1). 

Desoxy-ribonucleinsaiure (DNS): Dargestellt aus Heringsspermatozoen 
nach der Angabe von Hammarsten?®, 7,6°% P. 


5 §. Takemura, J. chem. Soc. Japan 72, 674 [1951]. 

6 L. Vandendriessche, C. R. Trav. Lab. Carlsberg, Sér. chim. 27, 380 [1951]. 

7 G. Clark u. 8S. B. Schryver, Biochem. J. 11, 319 [1937]. 

8 M. G. Sevag, D. B. Lackman u. J. Smolens, J. biol. Chemistry 124, 
425 [1938]. 

® A.S. Anderson, G. R. Barker, (the late) J. M. Gulland u. M. V. Lock, 
J. chem. Soc. [London] 1952, 369. 
10 EK. Hammarsten, Biochem. Z. 144, 383 [1924]. 
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Enzyme: Ribonuclease wurde im wesentlichen nach der Vorschrift von 
McDonald" aus Kalbspankreas extrahiert und partiell gereinigt; der nach Er- 
hitzung mit Ammonsulfat bei 0,65—0,8-Sattigung entstandene Niederschlag wurde 
mit 70-proz. Athanol gewaschen, vom Salz befreit und im Vakuum getrocknet. 

Desoxy-ribonuclease wurde nach K unitz erhalten. Das verwandte Enzym war 
die 0,7-Sattigungsfraktion nach seiner Vorschrift. 

Die beiden Praparate enthielten keine Phospho-monoesterase. 

Hydrolyse mit Lanthanhydroxyd: Etwa 5mg Testsubstanz wurden 
mit frisch gefalltem Hydroxyd aus 50 mg Lanthancarbonat in 10 ccm m/20-Borat- 
Pufferlésung (py 8) auf 80° erhitzt. Die Bestimmung der abgespaltenen Phosphor- 
siure im Reaktionsgemisch zu verschiedenen Zeiten erfolgte nach Fiske und 
Subbarow#’, 

Enzymatische Hydrolyse: Die Testsubstanz wurde mit dem Enzym in 
15 ccm m/20-Veronalpuffer (py 7,5) gelést und gegen 30 ccm gleiche Pufferlésung 
36 Stdn. bei 37° dialysiert. Dann wurden die Phosphorgehalte des Dialysats und 
des Inhalts bestimmt. Bei Hydrolyse mit Desoxy-ribonuclease wurde das Enzym 
durch Zusatz von MgSO, aktiviert. 


Ergebnisse 


Hydrolyse mit Ribonuclease: Die Menge des aus der Test- 
substanz entstehenden, dialysierbaren Spaltprodukts wurde bestimmt. 
Wie Tab. 2 zeigt, entstehen aus MeRNS und MeRNSMe keine Spalt- 
produkte. Diese Tatsache spricht fiir die Vorstellung, daB die OH-Gruppe 
an C, fiir das Substrat der Ribonuclease notwendig ist. 


Tab. 2. Bildung von dialysierbaren Spaltprodukten durch Ribonuclease. 


























RNS MeRNS MeRNSMe 
mit ohne mit ohne mit —_ 
Enzym | Enzym | Enzym | Enzym | Enzym — died 
Inhalt a er 16,0 14,5 14,8 16,0 16,1 yP/ccm 
Dialysat 6,0 1,5 2,4 2,4 1z 1,5 yP/com 











Hydrolyse mit Desoxy-ribonuclease: Ahnlich wie bei Ribonu- 
clease bleiben MeRNSMe und MeRNS ungespalten (Tab. 3), vermutlich 
infolge der sterischen Behinderung durch die Methoxygruppe an Cy. 


Tab. 3. Bildung von dialysierbaren Spaltprodukten durch Desoxy-ribonuclease. 

















DNS MeRNS MeRNSMe 
mit ohne mit ohne mit — 
Enzym | Enzym | Enzym | Enzym | Enzym |°7¢ “4y™ 
Inhalt 9,0 19,2 14,1 14,6 16,2 16,0 yP/ecm 
Dialysat 5,5 0,2 2,4 2:3 7 1,5 yP/com 

















Dephosphorylierung mit Lanthanhydroxyd: Aus Abb. 1 
geht hervor, daB aus MeRNS praktisch keine Phosphorsiure freigesetzt 
wird. Aus MeRNSMe wird etwas Phosphorsiure abgespalten, vermutlich 

11M. R. McDonald, J. gen. Physiol. 82, 39 [1948]. 


122M. Kunitz, J. gen. Physiol. 88, 349 [1950]. 
13 C, H. Fiske u. Y. Subbarow, J. biol. Chemistry 66, 375 [1925]. 
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infolge unvollstindiger Methylierung. Der nur teilweise methylierte An- 
teil wird bei der Darstellung der MeRNS durch die alkalische Verseifung 
zerlegt und die Hydrolysenprodukte werden durch Dialyse entfernt. 
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Diese Ergebnisse erweisen die Unentbehrlichkeit der OH-Gruppe 
im Zucker-Rest fir die Dephosphorylierung der Ribonucleinsiure mit 
Lanthanhydroxyd und lassen es verstehen, warum aus Desoxy-ribonu- 
cleinséure mit Lanthanhydroxyd keine Phosphorsiure gebildet wird. 


Tab. 4. Stabilitaét gegen Alkali. 
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zuriickgebliebene Phosphorsaure in % 























nach alkalischer Verseifung | ohne Verseifung 
RNS 1,2 89 
MeRNSMe 23 85 
DNS 68 99 
Tab. 5. Absorptionsmaximum und -minimum. 
RNS MeRNS MeRNSMe 
pu | 5 7 |9.5| 13 5| 7195/13] 5 | 7 |95] 13 
Absorptions- 
minimum 
Extinktion 47 | 505) .408] .42 | 445] .49 | .37 | .37 | .46 | .66 
Wellenlange 235] 236} 240) 240) 242) 242) 240) 240) 242) 245 
Absorptions- 
maximum 
Extinktion | .647] .663] .726] .845] .64 | .64 | .67 | .68 | .605] .615} .628] .855 
Wellenlinge | 258] 258) 260} 260] 267| 267| 267| 267) 266] 266) 266) 266 
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Stabilitat gegen Alkali: 50 mg Testsubstanz wurden 4 Stdn. 
in 5 ccm n/10-NaOH auf 100° erhitzt, neutralisiert und dann dialysiert. 
Tab. 4 zeigt, daB die Phosphorsiéure-Bindung des MeRNSMe gegen AI- 
kali stabil ist. 

Absorption im Ultraviolett: Die Abb. 2—4 zeigen die Spek- 
tren von RNS, MeRNS und MeRNSMe. Bei methylierten Verbindungen 
sind die Adsorptionsmaxima jeweils um 7 my ins langwellige Gebiet 
verschoben. Bei MeRNS ist die Extinktion in alkalischer Lésung nur 
wenig erhoht. 






















































































RY ‘ 
\ = \ | 
\ % hy Abb. 3. Extinktionskurven a) der 
\ 4 8 % Ribonucleinsaure, b) der methylierten 
WNL! X Ribonucleinsiure und c) des methy- 
4 . lierten Ribonucleinsiure-methyl- 
‘ue? ¥, esters. 
\ — 
w \ PH DO weeeeeees > PH 9,5 wt ate encase ‘ 
\.' Py 7 -------- » Py 13 . 
SAI Schichtdicke 1 cm. 
» 
a Ss 
1 1 1 Msi, 
240 260 260 300 mu 320 


Diese Untersuchung wurde zum Teil mit Mitteln fiir die wissenschaftliche 
Forschung des Unterrichtsministeriums ausgefiihrt. 
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Zusammenfassung 


1. Ribonucleinséure, aus der durch Alkali und Lanthanhydroxyd 
leicht Phosphorsaéure abgespalten werden kann, wird durch Methylie- 
rung der freien Oxygruppen des Ribose-Restes gegen diese Reagenzien 
ebenso widerstandsfahig wie Desoxy-ribonucleinsiure. 

. 2. Ebenso wird methylierte Ribonucleinsiure durch Ribonuclease 
nicht mehr zerlegt. 

3. Desoxy-ribonuclease ist ohne Einwirkung auf methylierte Ribonu- 
cleinsaure. 

4. Die UV-Absorption der methylierten Ribonucleinséure und des 
methylierten Ribonucleinséure-methylesters wird bestimmt. 


Uber die Wirkungen zweier Vitamin-B,-Analoga nach Dornow 
und deren Antagonisten im Taubentest 
. Von 
Arthur Scheunert und Helmut Haenel 
Aus der Anstalt fiir Vitaminforschung, Potsdam-Rehbriicke 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. September 1953) 
Herrn Proj. K. Thomas zum 70. Geburtstag 


Mit der Darstellung des als ,,Heterovitamin B,‘‘ bezeichneten Vi- 
tamin B,-Analogen, welches neuerdings im Schrifttum meist unter dem 
Namen ,,Neopyrithiamin“‘ aufgefiihrt wird, hat A. Dornow mit seinen 
Mitarbeitern ein neues Forschungsgebiet erdffnet, welches Einblick in 
die Abhangigkeit der Vitamin- bzw. Antivitaminwirkung von der che- 
mischen Konstitution gestattet. Bis in die neueste Zeit konnte Dor- 
now mit seinem Arbeitskreis weitere Analoga des Vitamins B, dar- 
stellen und gelangte dabei, gestiitzt auf die mikrobiologischen Priifungen 
von Schopfer zu klaren Ergebnissen iiber die Wirkungsinderungen 
des Vitamins bei Ersatz des Pyrimidin- bzw. des Thiazolanteils durch 
bestimmte Pyridinderivate. Vor kurzem haben Dornow und Harges- 
heimer? hieriiber zusammenfassend berichtet. Es ergab sich dabei 
u. a., daB der Ersatz der Pyrimidinkomponente durch ahnlich gebaute 
Pyridinderivate die Vitaminwirkung zwar stark hemmt, aber nicht 
vernichtet. Wurde hingegen in solchen noch wirksamen Substanzen der 
Thiazolanteil, wie es auch im urspriinglichen Heterovitamin B, (Neo- 
pyrithiamin) der Fall ist, durch 2-Methy]-3-[$-oxy-athyl]]-pyridin ersetzt, 
so wurde Antivitaminwirkung erzielt. 


1 A. Dornow u. A. Hargesheimer, Chem. Ber. 86, 461 [1953]. 
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Auf Veranlassung von Herrn Dornow* haben auch wir uns mit 
der Wirkung einiger von ihm dargestellter Verbindungen beschaftigt, 
wobei wir uns des Versuches an Tauben bedienten. 

Es standen uns 4 ihrer Konstitution nach genau bekannte Stoffe 
zur Verfiigung. Es handelte sich dabei um das bereits von Thaizo 
Matsukawa und Thoshimasa Matsuno”, aber auf anderem Wege 
als von Dornow, dargestellte 4-Methyl-5-[f-oxy-athyl]-N-[2-amino-6- 
methyl-pyridyl-(3)-methy] ]-thiazolium-chlorid-Hydrochlorid (I). Von die- 
sem Stoff hatte Schopfer mit Lcb. fermenti eine 5000-mal schwiachere 
Wirkung als die von Vitamin B, ermittelt. Dornow gelangte von 
diesem Vitamin B,-Analogen durch Ersatz der Thiazolkomponente zum 
2-Methyl-3-[f-oxy-athyl] -N- [2 - amino - 6 - methy] - pyridyl - (3) - methy]]- 
pyridinium-chlorid-Hydrochlorid (II). Diese Verbindung hatte Anti- 
vitaminwirkung auf Lcb. fermenti gezeigt, welche 300-mal schwicher als 
die des Heterovitamins B, (Neopyrithiamin) war. 


Ss 
® =| a .— 
CH,-N¢ CH _nZ S 
x SS fh ger 
Cl C 
| F CH, CH,:CH,OH A y CH, CH,-CH,OH 
HC N NH,-HCl H,C N NH,:HCl 
Vitamin B, Heterovitamin B, (Neopyrithiamin) 
R’ R’ a = 
| cH NC | CH,-NC S 
r A/ et Oe ae 
| Sd | | * lies, ae 
Pts CH, 7 CH,OH J SH, #CH,:CH,OH 
R N NH,-HCl KR N _ NH,-HCl 
I: R=CH, III: R=R’=CH, II: =. CH, IV: R=R’ =CH, 
R’=H =H 


Die zwei weiteren Substanzen entsprachen I und II, enthielten 
aber zusitzlich in 4-Stellung im Pyridinanteil, welcher den Pyrimidinrest 
des Vitamins B, ersetzen sollte, eine Methylgruppe, hatten also die 
Formeln III und IV. Von III war eine sehr schwache Vitaminwirkung 
(1/47000 des Vitamins B,), von IV eine schwache Antivitaminwirkung 
von 1/370 des Heterovitamins B, ermittelt worden. 


1. Methodik 
Da uns nur sehr geringe Mengen der zu priifenden Substanzen zur Verfiigung 
standen, konnte die altbekannte Form des kurativen Taubentestes mit Verfiitterung 
der Substanzen nicht angewendet werden. Wir bedienten uns deshalb jener Modi- 
fikation, welche uns vor vielen Jahren bei dem ersten Nachweis der Vitamin B,-Syn- 


* Wir danken Herrn Professor Dornow fiir die Anregung zu der interessanten 
Untersuchung und die Ubersendung der Praparate. 
2 J. pharmac. Soc. Japan 64, 145 [1944]. 
23* 
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these durch obligate Darmbakterien gute Dienste geleistet hatte*. Hierbei werden 
zwar auch auftretende Krampfe und ihre Heilung beriicksichtigt, das Haupt- 
augenmerk wird aber auf das Verhalten der Kérpertemperatur gerichtet. Gleich- 
zeitig wird das Kérpergewicht beriicksichtigt. Wir hatten damals beobachtet, daB 
die Kérpertemperatur (in der Kloake gemessen) der Mangeltauben auBerordentlich 
fein auf VitaminB,-Gaben reagiert. Im vorliegenden Falle erfolgte die Verab- 
reichung der Testsubstanzen durch Injektion in die Fliigelfalte. 

Die im Handel erworbenen, als ,, Bunte Berliner‘ bezeichneten Tauben wurden 
zunachst bei normaler Kérnerkost an die Versuchsbedingungen (Drahtkafige fiir 
Gefliigel, Raumtemp. 12—15°) gewéhnt. AnschlieBend erhielten die Tiere eines 
der bekannten vitamin-B,-freien Futtergemische folgender Zusammensetzung: 
Extrahiertes Casein 17%, extrah. und dextrinierte Maisstirke 58°, ErdnuBél, 
Saccharose und Salzgemisch nach McCollum je 5°%, zur Versorgung mit anderen 
Vitaminen der B-Gruppe Trockenhefe, welche im Autoklaven 5 Stdn. auf 120° er- 
hitzt war, 8% und Cellulose 2%. 

Aus diesen Bestandteilen wurde ein Teig bereitet, hieraus Pillen gedreht und 
diese kurz iiberbacken. Die Pillen wurden von den Tieren, die sie ad libitum er- 
hielten, im allgemeinen freiwillig aufgenommen. Nur bei starkeren Affektionen 
(z. B. in den Tagen vor Einsetzen der typischen Krampfe) muBte zur Zwangs- 
fiitterung iibergegangen werden. Freiwillig nahmen die Tiere etwa 20—25 g der 
Pillen auf, bei Zwangsfiitterung erhielten sie dreimal tgl. 30—40 Pillen; das ent- 
spricht einer taglichen Zufuhr von 6—7 g. 

Bei dieser Fiitterung waren Verdauungsstérungen (Erbrechen, starkere 
enteritische Erscheinungen) nicht sehr ausgepraigt. Kin Teil der Tiere, der eine 
Zeit lang zu-den Pillen im Verhaltnis 2:1 gewaschenen und 2 Stdn. bei 120° im 
Autoklaven behandelten polierten Reis erhielt, hatte kaum noch Durchfille. Das 
1a48t den SchluB zu, daB die bei Vitamin B,-Mangeltauben stets beobachteten 
gastrointestinalen Erscheinungen nicht unbedingt auf den Vitaminmangel, sondern 
auch auf die Versuchsbedingungen zuriickzufiihren sind. 

Nach etwa 1 Woche begannen die Tiere die bekannten, sich allmahlich ver- 
stiirkenden Erscheinungen zu zeigen. Bei Beginn dieser allgemeinen Erscheinungen 
wurde die Raumtemperatur nach und nach auf 21° C gebracht. 

Koprophagie wurde niemals beobachtet, obwohl der Kot, der bei gesunden 
Tauben etwa 400 y % Vitamin B, (Thiochrom-Methode) enthielt, nach 15 Ver- 
suchstagen immer noch einen VitaminB,-Gehalt von 60 y°% aufwies. Nach 
15—25 Tagen traten spontan polyneuritische Krimpfe auf, nachdem das Korper- 
gewicht um rund 25%, die Kérpertemperaturen von etwa 43°C der gesunden 
Tiere auf durchschnittlich 38° abgesunken waren. Die Tauben erhielten nun in 
wechselnden Mengen und in etwa 1-stdg. Abstinden die Substanzen subcutan 
unter die Fliigelhaut solange injiziert, bis die Krampfe nachlieBen. Dabei wurde in 
kurzen Abstaénden die Kérpertemperatur cloacal gemessen. LieBen die Krampfe 
nach, so wurde einige Stunden spater durch mehrmaliges Zuriickbiegen des Kopfes 
oder Schwenken im Kreis festgestellt, ob bei dieser Belastung die Krampfe von 
neuem einsetzten. Blieben die Tiere auch dann krampffrei, ohne daB jedoch die 
K6rpertemperatur wesentlich anstieg, wurden sie bis zum Ausbruch des zweiten 
Krampfes weiter vitamin-B,-frei ernahrt und mit der gleichen Substanz auch 
dieser Krampf zu lésen versucht. Doch konnte auch aus der Lange des krampf- 
freien Stadiums nach dem ersten Krampf und vor allem aus dem Ansteigen der 
K6rpertemperatur bereits auf eine echte Vitaminwirkung geschlossen werden. Bei 

fehlender Vitaminwirkung wurde bei Temperaturabfall bis auf etwa 36°C der 
Versuch abgebrochen und der Tod der Versuchstiere mit ausreichenden Dosen 
Vitamin B, zu vermeiden gesucht. 

Nach Versuchsende erhielten die Tiere sofort normale K6rnerkost und er- 
holten sich schnell. 

3 A. Scheunert u. M. Schieblich, Biochem. Z. 189, 57 [1923]; Hdb. d. 
Lebensmittelchemie 2, 1522, Springer-Verlag 1933. 
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Zur Priifung der Antivitaminwirkung der Substanzen wurde wie folgt 
verfahren: 

Die Tauben wurden mit vitamin-B,-freier Kost solange gefiittert, bis sie 
hypovitaminotisch wurden, das heiBt, bis sich in Kérpertemperatur, im Gewicht 
und im Allgemeinbefinden der Mangel deutlich bemerkbar machte. Als MaBstab 
diente das Absinken der Kérpertemperatur unter 39° C. Dann erhielten die Tiere 
1—2 Tage lang tiaglich 10 y Vitamin B, als Aneurin-Hydrochlorid, die nachSchultz* 
etwa dem taglichen Bedarf der Taube entsprechen, in waBriger Lésung sbe. unter 
die Fliigelhaut injiziert. Dadurch konnte die Temperatur etwa bei 40°C relativ 
konstant gehalten werden. Dann wurden taglich 10 y Vitamin B, unter die Haut 
des einen Fliigels und die 50-fache Menge der auf Antivitaminwirkung zu priifenden 
Substanz, 500 y, unter die andere Fliigelhaut injiziert. In den auf die Injektion 
folgenden Stunden wurde die Kérpertemperatur in kurzen Abstiinden gemessen. 
Starkeres Absinken mu8te Antivitaminwirkung anzeigen. Da kleinere Mengen 
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Antivitamin, iiber langere Zeit hindurch laufend gegeben, im Warmbliiterorganis- 
mus zuriickgehalten werden sollen, bis sie zu toxischer Wirkung kumulieren, 
Vitamin B, hingegen kaum gespeichert wird, war unter Umstanden erst bei langerer 
Antivitamin 
Vitamin B, 
erwarten. Zur Kontrolle dieses Vorgehens sei auf Abb. 1 verwiesen. Diese zeigt die 
Temperatur- und Gewichtskurve einer Taube, welcher neben dem vitamin-B,- 
freien Futter, nachdem ein Krampf mit 100 y Vitamin B, geheilt worden war, 
taglich 10 y Vitamin B, injiziert wurden. Bei dieser Behandlung hielt sich die 
K6rpertemperatur nach anfanglichem Absinken bei etwa 40°C, FreBlust und 
Allgemeinbefinden waren kaum beeinfluBt. Das Kérpergewicht sank allmahlich. 
Diese 10 » Vitamin B, reichten also nicht aus, um normale Kérpertemperatur und 
gleichmaBiges Gewicht zu erhalten, konnten jedoch die Gefahr des akuten Krampfes 
beseitigen und die Tiere im Zustand einer leichten Hypovitaminose erhalten. Man 
erkennt, daB in diesem Zustand eine Antivitaminwirkung zu starken Temperatur- 
stiirzen fiihren muB. 


Applikation mit dem gewahlten Index 50 Antivitaminwirkung zu 


2. Ergebnisse 


Untersuchung der Substanzen I und II. Nach den oben gemachten 
Ausfiihrungen mu8 von I Vitaminwirkung erwartet werden, waihrend II das ent- 
sprechende Antivitamin ist. 

Verbindung I. Taube 1/I* (Abb. 2): Der einsetzende Krampf wurde durch 
\,-stdg. Injektion von je 100 y I, insgesamt 400 y, beseitigt. Die Korpertemperatur 
hielt sich 3 Stdn. um 37° C, stieg dann nach etwa 10 Stdn. auf 40° C an. Sechs Tage 
lang blieb das Tier unter der Einwirkung dieser I-Gabe krampffrei, die Temperatur 
hielt sich zwischen 39 und 40° C. Der Versuch wurde als positiv fiir eine Vitamin- 


wirkung von I gewertet. 





4 F. Schultz, diese Z. 265, 113 [1940]; 272, 29 [1942]. 
* Die Versuchstiere werden fiir jede gepriifte Substanz gesondert numeriert. 
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Taube 2/I: Der einsetzende Krampf léste sich nach einmaliger Injektion 
von 1 mg I, die Kérpertemperatur schwankte 6 Stdn. um 37°C, stieg aber nach 
einer weiteren Injektion von 1 mg I auf 40°C an und hielt sich dabei. Das Tier 
machte einen munteren Eindruck und fraB wieder freiwillig, nachdem es 7 Tage 
zwangsgefiittert worden war. Das Ergebnis wurde als positiv angesehen. 

Taube 3/I: Eine mit 10 y Vitamin B, taglich im hypovitaminotischen Zustand 
erhaltene Taube erhielt 6 Tage lang taglich an Stelle des Vitamins B, 50 y I. FreBlust 
und Allgemeinbefinden blieben unverandert, die Kérpertemperatur sank langsam, 
jedoch nicht unter 39°C. Wenn auch bei diesem Versuch eine Vitaminwirkung 
anscheinend vorgelegen hat, so konnten doch die angewandten Dosen von 50 y I 
eine entscheidende Beseitigung des hypovitaminotischen Zustandes nicht herbei- 
fiihren. 
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Abb. 2. Erfolgreiche Behebung der B,-Mangelerscheinungen durch Zufuhr der 
Verbindung I. 

Abb. 3. Vergeblicher Versuch der Behebung der B,-Mangelerscheinungen durch 
Verbindung I. 


Taube 4/I (Abb. 3): Nach Eintreten des Krampfes erhielt das Tier innerhalb 
von 3 Stdn. in 5 Injektionen insgesamt 550 y I. Der Krampf léste sich, -kehrte aber 
periodisch wieder. Die Kérpertemperatur stieg nach der ersten Injektion von 
36,5° auf fast 38°, sank danach aber trotz der weiteren Injektionen auf 35,7° ab. 
Da der Tod des Tieres zu befiirchten war, wurde es durch Vitamin B, geheilt. Das 
Ergebnis ist als negativ zu werten. 

Taube 5/I: Das hypovitaminotisch gemachte Tier erhielt 2 Tage lang taglich 
50 y I. Darauf trat der Krampf ein und das Tier erhielt in einer Dosis 1 mg I. Die 
K6rpertemperatur stieg von 38° auf iiber 39° C, der Krampf léste sich und kehrte 
periodisch wieder. Die Temperatur sank wieder auf 37° C ab, nach etwa 10 Stdn. 
erhielt das Tier 0,5 mg I nachgespritzt. Da der Krampf sich eher verstiarkte und die 
Temperatur auf 36°C absank, wurde das Tier mit Vitamin B, geheilt. Auch bei 
diesem Versuch hat die Injektion von I versagt. 

Verbindung II. Taube 1/II (Abb. 4): Das Versuchstier erhielt nach vitamin- 
B,-freier Ernihrung, bei der die Kérpertemperatur auf 38°C abgesunken war, 
2 Tage lang taglich je 10 y Vitamin B,. Danach stieg die Temperatur auf 40° C. 
An zwei Tagen erhielt danach das Tier taglich je 10 y Vitamin B, und gleichzeitig 
500 y II. Beide Male sank die Temperatur innerhalb von 15 Min. nach der Injektion 
um tiber 1 Grad und erhielt sich so; erst am nachsten Tage kehrte sie wieder auf die 
urspriingliche Hohe zuriick. In den nachsten Tagen, in denen nur je 10 y Vitamin B, 
gegeben wurden, blieb die Temperatur relativ konstant. Der Versuch ist auf Grund 
der eindeutigen und starken Temperaturstiirze nach der Il-Injektion als positiv 
im Sinne einer Antivitaminwirkung zu werten. Leider standen uns nur 1 mg II 
zur Verfiigung, so daB eine Wiederholung nicht méglich war. 
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Untersuchungen der Verbindungen III und IV, von denen III Vita- 
minwirkung, IV dagegen Antivitaminwirkung haben sollte. 

Verbindung III. Taube 1/III (Abb. 5): Der erste Krampf wurde durch 40 y 
III geheilt, jedoch ohne Ansteigen der Kérpertemperatur, die bei 38° C konstant 
blieb. Der zweite Krampf, der 3 Tage spater auftrat, war durch Applikation von 
insgesamt 460 y III dagegen nicht zu heilen. Der Versuch lie8 Vitaminwirkung 
nicht erkennen. 

Taube 2/III: Nachdem auf Grund der Mangelernahrung am 23. Versuchstag 
die Temperatur der Taube auf 39°C und das Koérpergewicht von urspriinglich 
250 g bis auf etwa 170 g abgesunken war, trat im Verlauf des 23. Versuchstages der 
Krampf ein. Durch eine Einspritzung von stiindlich je 20 y III (insgesamt 200 y) 
gelang es nicht, den Krampf zu lésen. Nach dieser Zeit war die Temperatur auf 
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Abb. 4. Abb. 5. 
Abb. 4. Antivitaminwirkung der Verbindung IT. 
Abb. 5. Erfolglose Behebung der B,-Mangelerscheinungen durch Verbindung ITI. 


34,4° C abgesunken. Es wurde versucht, die Taube durch eine Vitamin-B,-Gabe 
von 150 y zu retten, doch trat trotzdem innerhalb von 1 Stde. der Exitus ein. 
Auch nach diesem Versuch hat III keinerlei Wirkung ausgeiibt. 

Taube 3/III: Der erste Krampf war bei stiindlicher Injektion von 20 y III, 
insgesamt 120 y, nicht zu beseitigen. Da sich die Kraimpfe eher zu verstairken 
schienen, wurde das Tier nach 1-stdg. Beobachtung mit Vitamin B, wiederher- 
gestellt. Verbindung III ist nach diesem Versuch ohne Wirkung. 

Taube 4/III: Dieses Tier wurde, um auch eine vielleicht vorhandene Anti- 
vitaminwirkung zu priifen, hypovitaminotisch gemacht und erhielt 15 Tage lang 
taglich 10 y Vitamin B, und 500 y III sbe. Die Temperatur lag wahrend dieser Zeit 
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Abb. 6. Ausbleibende Antivitaminwirkung bei Verbindung IV. 
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fast konstant bei 41°. Es war auf Grund dieses Versuchsverlaufs weder eine Vitamin- 
noch eine Antivitaminwirkung festzustellen. 

Verbindung IV. Taube 1/IV (Abb. 6a) und Taube 2/IV (Abb. 6b): Der 
Versuch verlief bei beiden Tieren fast vollig gleich. Bei vitamin-B,-freier Ernihrung 
war die K6rpertemperatur bis unter 39° C gesunken. Die Tiere erhielten 2 Tage lang 
taglich je 10 y Vitamin B,, worauf die Temperatur auf 40° C anstieg. 8 Tage lang 
wurden beiden Tieren taglich je 10 y Vitamin B, und 500 y IV injiziert. Die Tiere 
fraBen den ganzen Versuch iiber freiwillig, die Temperatur blieb um 40° C konstant. 
Eine Antivitaminwirkung von IV konnte somit nicht erzielt werden. 


Diskussion der Ergebnisse 


Vorausgeschickt sei, daB bei der Durchfiihrung der Versuche die 
Ergebnisse von Schopfer noch nicht bekannt waren, doch hatte uns 
Herr Dornow iiber die vermutlichen Wirkungen unterrichtet. Wenn diese 
sich nicht in vollem Umfange darstellen lieBen, so ist zu beriicksichtigen, 
da Tauben als Tiere und als immerhin relativ schwere Versuchstiere 
gewisse Mengen der zu priifenden Stoffe erfordern‘und sich mit der 
Empfindlichkeit mikrobiologischer Teste nicht messen kénnen. Deshalb 
sind aber gerade positive Ergebnisse bei ihnen besonders beweiskraftig. 
Hatten die mikrobiologischen Ergebnisse schon vorgelegen, so hitten 
sich unsere Dosierungen nach ihnen richten kénnen, wodurch vielleicht 
die Wirkungen noch deutlicher gewesen waren, als dies jetzt der Fall ist. 

Die Vitamin-Wirksamkeit von I ist zwar nicht in allen Versuchen 
eindeutig zum Ausdruck gekommen, doch spricht die anhaltende Hei- 
lung der Tiere 1/I und 2/I, die Wiederherstellung einer nahezu im nor- 
malen Bereich liegenden Ko6rpertemperatur und die tagelange Erhaltung 
der Tiere in krampffreiem Zustand fiir eine solche. Das Ergebnis von 
Taube 3/I 1aéBt gleichfalls an Vitaminwirkung denken. Dagegen hat I 
bei den Tauben 4 und 5 zwar den Krampf gelést und die K6rpertem- 
peratur ansteigen lassen, jedoch nur geringfiigig und voriibergehend. 
Wahrscheinlich waren diese Tiere durch die vorbereitende Mangel- 
periode so geschwicht, daB die verabreichten I-Mengen nicht mehr 
ausreichten, um Wirkungen hervorzurufen. Dies wird verstindlich, 
wenn man beriicksichtigt, daB sich im Lcb. fermenti-Test nur eine um 
5000-mal schwiachere Wirkung dieser Substanz als Vitamin B, ergeben 
hat. Es ist sogar erstaunlich, daB bei diesem Wirkungsverhiltnis die 
Taube 1/I bereits auf 0,5 mg und die Taube 2/I auf 2 mg positiv reagierte. 
Wir glauben somit, daB die positive Wirksamkeit der Substanz I bei 
der Taube gerade durch das Ergebnis des mikrobiologischen Testes 
eine starke Unterstiitzung findet. 

Die Wirkung der Verbindung II, in welcher auch der Thiazolring 
durch ein entsprechend substituiertes Pyridinderivat ersetzt ist, 
konnte nur an einem Versuchstier gepriift werden. Das hypovitamin- 
otische Tier reagierte aber an 2 aufeinanderfolgenden Tagen innerhalb 
von 15 Minuten iibereinstimmend mit starken Temperaturstiirzen, die 
sich erst bis zum nachsten Tag wieder ausglichen. Wir halten dadurch 
den Nachweis der Antivitaminwirkung fiir erbracht, vermégen aller- 
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dings tiber ihre Starke im Verhiltnis zum Heterovitamin B, nichts 
auszusagen. 

Die Ergebnisse mit den Verbindungen I und II bestatigen somit 
die mikrobiologischen Befunde Schopfers und damit auch die Theorie 
Dornows, daB bei Ersatz des Pyrimidinringes im Vitamin B, durch 
den Pyridinring die Vitaminwirkung, allerdings nur in stark vermin- 
dertem Mae erhalten bleibt. Weiter bestitigen sie, da der gleich- 
zeitige Ersatz des Thiazolringes durch den Pyridinring, ebenso wie beim 
Heterovitamin B,, der Substanz nunmehr Antivitaminwirkung verleiht, 
wobei wohl auch nach unserem Taubenversuch mit einer Wirkungs- 
verminderung im Sinne des mikrobiologischen Ergebnisses zu rech- 
nen ist. 

Die Ergebnisse mit den Verbindungen III und IV erscheinen uns 
besonders interessant. Wir konnten von ihnen die nach der Theorie 
erwarteten Vitamin- bzw. Antivitaminwirkungen im Taubenversuch 
nicht nachweisen. Das widerspricht den mikrobiologisch gewonnenen 
positiven Ergebnissen nicht, da die Taube erst auf sehr viel groBere 
Wirkstoffmengen reagieren diirfte als der mikrobiologische Testorganis- 
mus. Da auBerdem die theoretisch vitaminwirksame Substanz III mit 
Leb. fermenti nur 1/47000 der Wirkung des Vitamin B, zeigte, was im 
Hinblick auf die bekannten Schwierigkeiten der mikrobiologischen Me- 
thoden wohl an der Grenze des MeBbereiches liegen diirfte, k6nnte nur 
von sehr groBen Dosen eine merkbare Wirkung bei Tauben zu erwarten 
sein. Fir die Antivitaminwirkung von IV reichten die angewandten 
0,5 mg, welche von Verbindung IT noch wirksam waren, nicht mehr aus. 
Auch das kann man als erklarlich anerkennen, wenn man in Rechnung 
setzt, daB IV im mikrobiologischen Test 1/370 der Antivitaminwirkung 
von Heterovitamin B, gegeniiber 1/300 von IT ausiibte. 

Wichtig erscheint uns aber der Befund, daB die Einfiihrung einer 
weiteren Methylgruppe in 4-Stellung zum N des Pyridinringes zu einer 
erneuten und zweifellos sehr starken Herabsetzung der Vitaminwirkung 
und nach unserem Befund auch der Wirkung des zugehorigen Antivi- 
tamins fiihrt. Das laé8t vermuten, da das durch die Methylgruppe 
ersetzte Wasserstoffatom im Wirkungsmechanismus der untersuchten 
Vitamin B,-Analogen eine Rolle spielt. 


Zusammenfassung 

Zwei von Dornow und Hargesheimer unter Ersatz des Pyrimi- 
dinanteils durch ahnlich gebaute Pyridinabkémmlinge dargestellte Vi- 
tamin-B,-Analoga und die ihnen entsprechenden Antivitamine, welche 
durch Austausch des Thiazolanteils mit einem entsprechend gebauten 
Pyridinderivat erhalten worden waren, wurden im Taubenversuch auf 
ihre Wirkungen gepriift. 

Bei Ersatz des Pyrimidinanteils durch 2-Amino-6-methyl-pyridyl- 
(3)-methyl blieb die Vitamin-B,-Wirkung erhalten, erlitt aber eine 
starke Herabsetzung. Das Antivitamin verhielt sich in gleicher Weise. 
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Dadurch wurden die theoretischen Voraussetzungen und die Ergebnisse 
der mikrobiologischen Priifung voll bestatigt. 

Nach Einfiihrung einer weiteren Methylgruppe in 4-Stellung zum 
N des Pyridinringes waren im Taubenversuch Wirkungen nicht mehr 
zu erzielen. Dies widerspricht den im iibrigen sehr schwachen positiven 
Ergebnissen der mikrobiologischen Teste nicht, da annehmbarerweise 
Tauben wesentlich gréBere Mengen wirksamer Substanzen beanspruchen. 
Auf eine offensichtliche Bedeutung des durch die Methylgruppe er- 
setzten H-Atoms im Wirkungsmechanismus des Vitamin-B,-Analogen 
wird hingewiesen. 


Synthese von Aminosdure-Phosphorsaure-Anhydriden 
Von ; 
Maria Bentler und Hans Netter 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Kiel 
- (Der Schriftleitung zugegangen am 10. September 1953) 
Herrn Professor K. Thomas zum 70. Geburtstag 


Schon im Jahre 1909, als K. Thomas den Begriff der biologischen 
Wertigkeit des EiweiBes aus seinen eingehenden Ernahrungsversuchen 
ableitete, diskutierte er die Bedeutung der lebensnotwendigen, also der 
essentiellen Aminoséuren, fiir ihre Assimilation zum Ko6rpereiweiB. 
Zahlreiche hervorragende Untersuchungen haben seit jener Zeit das 
Problem der EiweiBbildung aus Aminosiuren prazisiert und in Teil- 
fragen experimentell naihergebracht, ohne da eine allgemeine Lésung 
méglich geworden wire. Tatsichlich hat es sich gezeigt, daB die Analyse 
jenes entscheidenden biochemischen Mechanismus mehr als andere 
Vorgiinge die vorgebildete Feinstruktur an den Bildungsorten beriick- 
sichtigen muB. Sie ist uns in den wesentlichen Einzelheiten noch nicht 
chemisch zuginglich, und es ist daher wertvoll zu erkennen, daB ihr 
Eingreifen erst bei der Verkniipfung héherer Peptide zum spezifischen 
EiweiB entscheidend sein diirfte?. 

Die Frage der Peptidbindung dagegen ist von der Seite der Fer- 
mente, welche ihre Bildung katalysieren, oft behandelt worden. Dabei 
hat es sich immer wieder gezeigt, daB zwar die zahlreichen Peptidasen 
Peptidbindungen zwischen mannigfaltigen Kérpern bilden oder lésen 
kénnen, daB aber im allgemeinen das thermodynamische Gleichgewicht 
auf Seiten der Monomeren gelegen ist, also die Spaltung bevorzugt wird. 
Umgekehrt benétigt daher die Synthese der Peptidbindung freie 
Energie. Der Energiebedarf ist von der Natur der Partner abhangig 


1 K. Lang, Der intermediare Stoffwechsel. Berlin, Géttingen, Heidelberg 
1952, S. 174. 
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und setzt sich zusammen aus dem fiir die eigentliche Kondensation und 
dem fiir die Zuriickdringung der Basendissoziation des Zwitterions. 
Wie von Boorsook?, Linderstrém-Lang*® und Lynen*‘ betont 
wurde, wird die Verschiedenheit des Energiebedarfes hauptsichlich 
durch die verschieden starke Basendissoziationskonstante der Partner 
in dem Sinne bestimmt, daB er mit fallender Basenstirke sinkt. Die 
Reaktion bleibt aber mit einem Bedarf, der zwischen 400 bis 4000 cal 
pro Mol Peptidbindung liegt, fast stets endergonisch. Daher ist eine 
der Hauptfragen bei der Peptidbindung die der Energiequelle und die 
der chemischen Reaktion, welche die Energie auf den eigentlichen 
Vorgang tbertragt. 

Seit einigen Jahren sind die energiereichen Phosphatbindungen 
als Quelle auch dieser Energie diskutiert worden. LEinige spezielle 
Befunde sprechen dafiir, daS ATP schon bei einfachen Reaktionen 
beteiligt sein mu’ (Glutamin-5, Hippursiure-*, Glutathion-Bildung’ 
u.a.). Auch der Reichtum des eiweiBbildenden Kernes an ATPase 
deutet in die gleiche Richtung. Zweifellos aber kénnen sich Pepti- 
dierungen oder mindestens Umpeptidierungen auch ohne ATP voll- 
ziehen. Wiirden hierbei tatsaichlich nur letztere vor sich gehen, dann 
wire keine Neuaufnahme von Energie fiir diesen mehr speziellen Fall 
zu diskutieren. 

Bei der Hippursiurebildung hat es sich nun zum ersten Male ge- 
zeigt, daB neben ATP auch CoA bendtigt wird. Barker® vermutet, 
daB sich ein Benzoyl-CoA bildet. Wiirde man, wie es nahe liegt, diese 
Vorstellung verallgemeinern, dann wiirde sich ein energiereiches Amino- 
azyl-CoA bilden, welches seinerseits zur Reaktion mit der Aminogruppe 
der anderen Aminosiure bereit stiinde. Ein Aminoacetyl-CoA ist 
unseres Wissens noch nicht beschrieben worden. 

Wir haben seit einiger Zeit versucht, den Weg iiber die energie- 
reichen Phosphorséure-Aminoséure-Anhydride experimentell zu unter- 
bauen und beschreiben im folgenden die Darstellung einiger Vertreter 
dieser Reihe und ihre wesentlichen Eigenschaften. 

Bei allen unseren Versuchen wurde zuniachst angestrebt, das 
Glycyl-phosphorsiure-anhydrid zu erhalten. Die LEinfiihrung der 
Phosphorséure erfolgte nach dem Prinzip, welches Lynen® fir die 
Synthese des Acetylphosphates benutzte, d.h. durch Kuppelung des 

2 H. Borsook, Symposium sur la Biogénése des Protéines. Paris 1952, S. 37. 


3 K, Linderstrém-Lang, Proc. of Intern. Congr. of exp. Cytology 1 [1949]. 

4 F. Lynen, Angew. Chem. 61, 437 [1949]; vg]. auch Th. Wieland, Angew. 
Chem. 68, 7 [1951]. 

5 H. Waelsch, Advances Protein Chem. 6, 299 [1951]; P.K. Stumpf, 
W.D. Loowis u. C. Michelson, Arch. Biochem. Biophysics 30, 126 [1951]. 

6 H. Borsook u. J. W. Dubnoff, J. biol. Chemistry 168, 397 [1947]. 

7 R. B. Johnston u. K. Bloch, J. biol. Chemistry 188, 221 [1951]. 

8 H. A. Barker, A Sympos. on Phosphorus Metabolism, Baltimore 1951, 


S. 240. 
® F. Lynen, Ber. dtsch. chem. Ges. 78, 367 [1940]. 
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Carbonsaurechlorides mit dem Silbersalz der Dibenzylphosphorsiure. 
Es wurde in den spateren Versuchen nicht nach Lynen, sondern nach 
dem Vorgehen von Sheehan und Frank?® aus dem Bariumsalz iiber 
die freie und kristallisiert erhaltene Dibenzylphosphorsaiure gewonnen. 

Die Schwierigkeit bei der Gewinnung der gesuchten Stoffe besteht einerseits 
in ihrer groBen Labilitét. Andererseits ist es notwendig, die Aminogruppe abzu- 
decken. Die erste Bearbeiterin in unserem Institut, Frau Dr. Wahl, versuchte 
das 1950 mit Hilfe der Carbobenzoxymethode. Sie gelangte etwa gleichzeitig mit 
Sheehan und Frank zum Carbobenzoxy-glycyl-dibenzylphosphat. Bei dem 
stufenweisen Abhydrieren des Carbobenzoxyrestes und der beiden Benzylreste 
aus der Phosphorsaéure ergaben sich Schwierigkeiten. Wir erklaren sie heute durch 
die Wahl des Lésungsmittels, welches den Zerfall des Endproduktes nicht ver- 
hinderte. 

Das Verfahren, welches uns zum Ziel fiihrte, benutzt die «-Azido- 
acylchloride (1), welche mit dem Ag-Salz der Dibenzyl-phosphorsiaure (2) 
in absol. Benzol unter strengem Feuchtigkeitsausschlu8 zur Reaktion 
gebracht werden. Die Hydrierung des so entstandenen hellgelben Ols (3) 
zur entsprechenden Aminoverbindung unter Abgabe von N, erfolgt 
mit Raney-Nickel in absol. Methanol. Die dabei entstehende gut 
kristallisierende und in Form ihrer Ag- oder Ba-Salze charakterisier- 
bare Verbindung (4) gibt unter weiterer Hydrierung mit gut getrockneter 
Pd-Tierkohle und trockenem H, in absol. Methanol ihre beiden Benzyl- 
reste als Toluol ab (5). 


: 0 O-CH,-C.H; R BU 
No CHC + O=PC - Ny CHC , . 
Cl | O-CH,-C,H; r )—P =(0-CH,-C,H;),. — d 
AgO 2 
1 2 , 
R ° R si 


Pd 


et > @ a 
H,N-CH—C—O—P=(O-CH,'CyHy)s ~y, ~~ HaN-CH—C—O-PC 


4 5 
I. R=H; I. R=—CH,; II. R=—CH,-C,H; 


Der beschriebene Weg wurde bisher fiir Glykokoll (I), Alanin (II) 
und Phenylalanin (III) beschritten und hat sich in allen drei Fallen 
als gangbar erwiesen. Die Ausbeute ist im allgemeinen zufriedenstellend, 
wenn man die Instabilitét der Verbindungen, speziell 3 und 5 beriick- 
sichtigt. Gegentiber Wasser sind alle Stoffe, besonders aber das freie 
Anhydrid sehr empfindlich. Dagegen sind die gesuchten Verbindungen 
selbst in absol. Methanol in der Kalte einige Tage lang gut haltbar. 
Als Ag- oder Ba-Salze sind sie stabil. 

Von der Trennung der optischen Antipoden wurde bisher abgesehen. 
Es besteht aber durchaus die Moéglichkeit, unter Verwendung von 
optisch reinem Ausgangsmaterial die Synthese so zu leiten, daB auch 


10 J.C. Sheehan u. V.S.Frank, J. Amer. chem. Soc. 72, 1312 [1950]. 
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die entsprechenden /-Formen der Aminoséure-Phosphorsaure- Anhydride 
erhalten werden. 

Der Hinweis auf die groBe Labilitét der beschriebenen Verbindungen 
scheint uns noch nicht ausreichend zu sein, um ihre Bedeutung und ihr 
Vorkommen als Zwischenstufen bei der Energietibertragung fiir die 
Kuppelung der Aminosiuren abzulehnen. Weitere biochemische und 
physikochemische Untersuchungen miissen dariiber entscheiden, ob die 
Aminosaure-Phosphorsaure-Anhydride tiberhaupt die Rolle bei der 
Protein-Synthese spielen kénnen, welche ihnen die energetischen Uber- 
legungen von G.V.Schulz™ zuerteilen. Dabei sind zuniachst die 
kinetischen Daten weniger bedeutungsvoll als die thermodynamischen. 
Und zweifellos spricht die Instabilitét der Verbindungen fiir den Energie- 
reichtum der Phosphorséure-Aminosdure-Anhydridbindung. 


Beschreibung der Versuche 


I 
a) Azido-acetyl-dibenzyl-phosphorsaure 
0,02 Mol (2,38 g) Azido-acetyl-chlorid’ werden mit 0,03 Mol (10,71 g) 
dibenzylphosphorsaurem Silber*?° in 100 cem absol. Benzol zur Reaktion 
gebracht; das hei®t, unter Feuchtigkeitsausschlu8 3 Tage in einem braunen Kolben 
bei Raumtemperatur geschiittelt. Dann ist der Geruch des Saurechlorids ver- 
schwunden. Es sind keine Chlor-Ionen mehr nachzuweisen. Vom ausgeschiedenen 
AgCl wird abgesaugt}*, i. V. eingeengt und ein hellgelbes 01 erhalten, welches 
nach tagelangem Stehenlassen in der Kalte teilweise zur Kristallisation gebracht 
werden kann. Ausb. 2,7 g (97% d. Th.). An AgCl wurde 1,1 g (100° d. Th.) 
erhalten. Die Azido-acetyl-dibenzyl-phosphorsaure kristallisiert in zer- 
flieBlichen Nadeln und schmilzt unter Zers. bei 152°. 
C,,H,,0;N,P (361,29). Ber. C 53,19, H 4,47, N 11,63, P 8,56. 
Gef. C 53,53, H 4,13, N 11,54, P 9,00. 
Sie zersetzt sich auch bei Raumtemperatur schon nach wenigen Stunden unter 
gleichzeitiger Bildung von Dibenzylphosphorsaure. Unter Stickstoff eingeschmolzen 
kann sie einige Tage aufgehoben werden. Dann farbt sie sich dunkelbraun und es 
tritt der Geruch von Stickstoffwasserstoffsaure auf. 


b) Glycyl-dibenzyl-phosphorsaure (I) 

0,01 Mol (3,6g) Azido-acetyl-dibenzylphosphorsaure werden in 
50 ccm absol. Methanol gelést, 500 mg Raney-Nickel als Katalysator zugegeben 
und 12Stdn. in einer Wasserstoffatmosphire bei 760mm geschiittelt. Vom 
Raney-Nickel wird abfiltriert, das Lésungsmittel i. V. bei 5mm verdampft, der 
Riickstand in Ather aufgenommen und erneut eingeengt. Es bleibt ein farbloser 
Sirup zuriick, der nach mehrwéchigem Aufbewahren im Eisschrank kristallin 
erstarrt. Es bilden sich schén ausgebildete flache Prismen vom Schmp. 62°. Um 
eine Verwechslung mit Dibenzylphosphorsiure auszuschalten, wurde der Misch- 
schmp. bestimmt. Es ergab sich eine Depression von mehr als 11°. Die Kristalle 
zeigen positive PO,-Reaktion und geben mit Ninhydrin starke Blaufarbung. Mit 
Wasser wird die Substanz sofort in Dibenzylphosphorsiure und Glykokoll ge- 
spalten. Der pu-Wert der 0,005-m. Lésung betragt 3,74. Einen analogen Wert 
ergibt die berechnete Menge Glykokoll + Dibenzylphosphorsiure, namlich 3,72. 


1G. V. Schulz, Z. Elektrochem. 55, 569 [1951]. 

12 M.O.Forster u. H.E.Fierz, J. chem. Soc. [London] 98, 79 [1908]. 
18 G. M. Schwaab u. E. Agallidis, Z. physik. Chem., Abt. B 41, 59 [1938]. 
14M. Bentler, Dissertat. 1949. 
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Es liegt die Glycyl-dibenzyl-phosphorsaure vor: 
C,gH,,0,NP (335,292). Ber. C 57,29, H 5,41, N 4,17, P 9,24. 
Gef. C 57,61, H 5,23, N 4,49, P 9,01. 


c) Mono-glycyl-phosphorsaures Silber 


d) Mono-glycyl-phosphorsaures Barium 

0,01 Mol (3,3 g) Glycyl-dibenzyl-phosphorsaiure werden in 100 ccm 
absol. Methanol gelést und in der Schiittelente unter Zugabe von 500 mg Pd-Tier- 
kohle gut getrocknet (Darstellung: Gattermann, 8.371) und mit gereinigtem und 
getrocknetem H, hydriert. Wahrend 5 Stdn. wird die berechnete Menge Wasser- 
stoff aufgenommen. Danach wird das Lésungsmittel i. V. bei 0° bis zu einem 
Endvolumen von 20 ccm eingeengt und jetzt einige ccm einer waBrigen 
methanolischen Lésung von Ba(OH), zugegeben, um die Phosphorsaure auszufallen. 
Der Niederschlag von Bariumphosphat wird abzentrifugiert und das klare Filtrat 
mit gesaittigter methanolischer AgNO,-Lésung versetzt. Es fallt das Mono- 
glycyl-phosphorsaure Silber als weiBer, feinkristalliner Niederschlag aus. 
Er wird abzentrifugiert, mit absol. Methanol einige Male gewaschen und an- 
schlieBend mit absol. Ather behandelt. Das Silbersalz schmilzt bei 254—258°; 
Ausb. 1,54g (42% d. Th.). 

C,H,O,NPAg, (368,80). Ber. C 6,51, H 1,09, N 3,80, Ag 58,50. 

Gef. C 6,78, H 1,00, N 4,11, Ag 57,98. 

Fiigt man anstatt der methanolischen AgNO,-Lésung eine zweite Menge der 
methanolisch-waBrigen Ba(OH).-Lésung mit der ber. Menge Ba(OH), hinzu, so 
fallt sofort das Mono-glycyl-phosphorsaure Barium als seidiger, glanzender 
Kristallniederschlag aus. Er wird abzentrifugiert und analog dem Ag-Salz mit Me- 
thanol und Ather gewaschen; Ausb. 1,02 g (45° d. Th.). 

C,H,O,NPBa (290,40). Ber. C 8,27, H 1,38, N 4,82, Ba 44,15. 

Gef. C 8,53, H 1,64, N 4,72, Ba 43,18. 


II 
a-Azido-propionyl-dibenzylphosphorsaéure 

Es werden 0,03 Mol (4,02 g) Azido-propionyl-chlorid® mit 0,04 Mol 
(14,28 g) dibenzylphosphorsaurem Silber*?® in 200ccm absol. Ather 
analog Versuch I zur Reaktion gebracht. Das Reaktionsprodukt wird als gelbes 
01 erhalten, welches auch nach tagelangem Aufbewahren i. V. bei 0° villig fliissig 
bleibt. Die Umsetzung erfolgt vollstandig. Die «-Azido-propionyl-dibenzyl- 
phosphorsaure wird in einer Ausbeute von 98° d. Th., d. i. 11,02 g, erhalten. 
Die Substanz ist bei Raumtemperatur nur unter Stickstoff und auch dann nur 
wenige Tage haltbar. Sie verhalt sich also analog der Azido-acetyl-Verbindung. 

C,,H,,0;N,P (375,32). Ber. C 54,41, H 4,84, N 11,18, P 8,46. 

Gef. C 54,72, H 4,90, N 11,41, P 8,95. 


a«-Alanyl-dibenzyl-phosphorsaure™ 
0,01 Mol (etwa 3g) «-Azido-propionyl-dibenzyl-phosphorsaure 
werden in 100 ccm absol. Ather gelist, 500 mg Raney-Nickel als Katalysator zu- 
gegeben und 12 Stdn. in einer Wasserstoffatmosphire bei 760 mm geschiittelt. 
Die Weiterbehandlung erfolgt wie bei der entsprechenden Umsetzung von I. Es 
resultiert ein hellgelbes, diinnfliissiges 01, das nicht kristallisiert und auch im 
Hochvakuum nicht destilliert werden kann, da Zersetzung eintritt. Es gibt aber 
positive NH,-Reaktion mit Ninhydrin und erweist sich nach der Analyse als die 
gesuchte «-Alanyl-dibenzyl-phosphorsaure: 
C,,H,,0,NP (349,32). Ber. C 58,45, H 5,77, N 4,01, P 8,87. 
Gef. C 58,68, H 5,53, N 3,98, P 8,56. 


15 M.O. Forster u. R. Miiller, J. chem. Soc. [London] 95, 193 [1909]. 
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Mono-a-alanyl-phosphorsaures Silber und mono-«-alanyl-phosphor- 
saures Barium 
0,01 Mol (3,5 g) «-Alanyl-dibenzylphosphorsaure werden analog der 
Glycyl-Verbindung mit Pd-Tierkohle hydriert. Die Isolierung als Ag-Salz erfolgt 
analog I. Ausb. 55% d. Theorie. Es farbt sich an der Luft bei Sonnenlicht schnell 
dunkel, ist aber sonst stabil. Schmp. 295—300°. 
C,H,O;NPAg, (382,82). Ber. C 9,41, H 1,56, N 3,66, Ag 56,27. 
Gef. C 9,61, H 1,39, N 3,61, Ag 56,14. 
Nach den Angaben von I zur Darstellung des Ba-Salzes erhielt man dasselbe 
ebenfalls als feines, glanzendes Kristallpulver; Ausbeute 61° d. Theorie. 
C3;H,O,NPBa (304,43). Ber. C 11,75, H 1,98, N 4,60, Ba 45,13. 
Gef. C 12,06, H 1,78, N 4,41, Ba 44,53. 


III 
«-Azido-£-phenyl-propionyl-dibenzylphosphorsaure 
Es werden 0,03 Mol (3,3 g) «-Azido-£-phenyl-propionsaurechlorid™ 
mit 0,04 Mol (14,28 g) dibenzylphosphorsaurem Silber in 100 ccm absol. 
Benzol analog Vers. I umgesetzt. Das Reaktionsprodukt wird als Sirup erhalten, 
der zu bei 98° schmelzenden Kristallen erstarrt. Die Umsetzung erfolgt quantitativ. 
Die Substanz ist ebenso instabil, wie bei I und II beschrieben. 
C,3H..0,N;P (452,42). Ber. C 6,11, H 4,90, N 9,28, P 6,85. 
Gef. C 6,27, H 4,63, N 8,98, P 7,11. 
Hydrierung obiger Substanz zu Phenyl-alanyl-dibenzyl- 
phosphorsaure 
0,01 Mol = 4,5 g «-Azido-£-phenyl-propionyl-dibenzyl-phosphorséure werden 
in 100 ccm absol. Methanol gelést, 500mg MRaney-Nickel als Katalysator zu- 
gegeben und wie friiher 12 Stdn. in einer Wasserstoffatmosphare bei 760 mm 
geschiittelt. Die weitere Aufarbeitung erfolgt nach I. Es resultiert ein hellgelber, 
von Kristallen durchsetzter Sirup, der beim tagelangen Stehen in der Kalte durch- 
kristallisiert; diese Kristalle haben einen Schmelzpunkt von 104—106° unter 
Zersetzung. Sie geben positive NH,-Reaktion mit Ninhydrin. Es handelt sich 
um die Phenyl-alanyl-dibenzylphosphorsaure. 
C,3H.4O;NP (426,42). Ber. C 6,47, H 5,67, N 9,86, P 7,27. 
Gef. C 6,76, H 5,51, N 9,71, P 7,81. 
Mono-a-phenylalanyl-phosphorsaures Silber und mono-«-phenyl- 
alanyl-phosphorsaures Barium 
0,01 Mol (4,3 g) «-Phenyl-alanyl-dibenzylphosphorsaure wird analog 
der Glycyl-Verbindung mit Pd-Tierkohle hydriert. Die Isolierung erfolgt als 
Ag-Salz wie bei I beschrieben. Ausb. 52° d. Th.; Schmp. oberhalb von 320°, 
Es farbt sich ebenfalls an der Luft und beim Licht dunkel, ist aber sonst stabil. 
C,H,,0;NPAg, (459,93). Ber. C 23,50, H 2,19, N 3,04, Ag 46,89. 
Gef. C 23,94, H 2,11, N 3,01, Ag 46,71. 
Nach den Angaben von I zur Darstellung des Ba-Salzes erhalt man dasselbe eben- 
falls als feines, seidig-glanzendes Kristallisat in einer Ausbeute von 52°, der Theorie. 
C,H,,0;NPBa (381,53). Ber. C 28,34, H 2,64, N 3,67, Ba 36,01. 
Gef. C 28,57, H 2,40, N 3,87, Ba 37,41. 


Zusammenfassung 
Durch Kuppelung der entsprechenden «-Azido-acylchloride mit 
dem Silbersalz der Dibenzylphosphorsiure und anschlieBende stufen- 
weise Hydrierung werden die Phosphorsiureanhydride des Glycins, 
Alanins und Phenylalanins gewonnen. Sie sind in Wasser instabil, aber 
relativ stabil in absol. Methanol. 


16 A, Darapsky, J. prakt. Chem. [2] 96, 320 [1917]. 
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Uber die Hydrolysengeschwindigkeit bei der Sdurespaltung 
von Dipeptiden 
I, Mitteilung 
Von 
Ryozo Hirohata, Yoshiya Kanda, Mitsuyuki Nakamura, Nobuo Izumiya, 
Atsuo Nagamatsu, Takeshi Ono, Setsuro Fujii und Masato Kimitsuki 
Aus den Medizinisch-chemischen und Chemischen Instituten der Universitat Kyushu, Fukuoka, Japan 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. August 1953) 


Herrn Professor K. Thomas zum 70. Geburtstage gewidmet 


Die Hydrolysengeschwindigkeit der Peptide durch Alkalien, Sauren 
und Fermente wurde bereits wiederholt studiert!. Trotzdem hielten 
wir es fiir wichtig, sie nochmals systematisch zu untersuchen, um 
etwaige Anhaltspunkte zur Isolierung und Identifizierung der Peptide 
aus einem partiellen Hydrolysat von Proteinen zu gewinnen, weil die 
bisherigen Versuchsdaten iiber Saurehydrolysen ungeniigend sind. 
Schon Synge! hat hierauf aufmerksam gemacht. AuBerdem war es fiir 
uns von Interesse, die Verschiedenheit der Hydrolysengeschwindigkeit 
der Dipeptide theoretisch zu erklaren. Dies war bis jetzt noch nicht 
versucht worden. 

: Versuchsteil 

Die in Tab. 1 aufgefiihrten Dipeptide wurden entweder mit Hilfe der 

x-Halogenacylhalogenid- bzw. Carbobenzoxy-Methode oder durch leichte Hydrolyse 


Tab. 1. Untersuchte Dipeptide. 

















Dipeptid —— Dipeptid prea - [2] 
Gly-gly. .. 5 <.. 210 Gly-l-leu 242—243 
Gly-d,l-ala : 220 d,l-Leu-gly 233—240 
d,l-Ala-gly. 233 Gly-d,l-ileu 220 
Gly-d,l-ser_ . ; 190—195 Gly-d,l-nleu . 222 
Gly-d,l-ambut . 230 d,l-Nleu-gly . 222 
Gly-amibut . 260 1-Leu-l-leu. [«]i} = — 13,0° 

(n-NaOH) 
Amibut-amibut 244— 246 d-Leu-l-leu 283 
Gly-d,l-val 238 Gly-l-asp . 203 
d,l-Val-gly. . . 242 Gly-l-glu 176—177 
d,l-Val-d,l-val . 290 Gly-l-pro . 183— 184 
Gly-d,l-nval . 220 Gly-d,l-phe . 237 
Gly-d,l-ival . 123 Gly-l-arg. HCl . 233— 235 


Abkiirzungen in dieser Abhandlung: Gly = Glykokoll; Ala = 
- a-Amino-buttersiure; Amibut = a-Amino-isobuttersiure; Val 
Ival = Isovalin; Leu = Leucin; leu = 


Isoleucin; Nleu 


Alanin; Ser = Serin; Ambut 


Valin; Nval = Norvalin; 


Norleucin; Asp = Asparaginséiure; 


Glu = Glutaminséiure; Pro = Prolin; Phe = Phenylalanin; Arg = Arginin. 


e E. Abderhalden et al., Fermentforschung 9, 439 [1928]; 10, 365 [1929]; 





diese Z. 169, 196; 170, 134, 146, 158 [1927]; 174, 47 [1928]; P. A. Levene et al., J. 
biol. Chemistry 81, 221; 82, 155, 167 [1929]; 86, 723 [1930]; 97, 717 [1932]; 
8S. Suzuki, Bull. Kagoshima Imp. Coll. Agric. Forestry 2, 671, 723 [1934]; Sci. 
Rep. Kagoshima Imp. Coll. Agr. Forestry 11, 175, 193 [1935]; 12, 22, 51, 84, 116, 
122 [1936]; R. L.M. Synge, Biochem. J. 39, 351 [1945]. 
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des entsprechenden Diketopiperazins dargestellt. Jedes Peptid zeigte papier- 
chromatographisch nur einen Fleck, und die N-Bestimmungen der Dipeptide 
stimmten mit den berechneten Werten gut iiberein. 


6ly-d-ambut 
Gly-d/-ala _ -\__ 





















-Leu-l-leu 


| d 


é Amibut-amibut _| 























YOr 
| | d/-Val-d/-val 
20+ 
| 
P | | | 
10 20 IO 40 Stdn 50 
Abb. 2. Hydrolyse mit 1-n. HCl (B). 
6ly-dl-ilew 
| Gly-al-val d-Leu-/-leu 
100 - /-Leu-/-leu 
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Abb. 3. Hydrolyse mit 25-proz. HCl. 


Die abgewogene Menge eines Dipeptides (etwa 1/599) Mol) wurde in einem 
geschlossenen Glasréhrchen mit dem etwa 100-fachen Volumen von meist Eis- 
essig enthaltender 1-n. HCl, 1-n. H,SO,, 25-proz. HCl oder 25-proz. H,SO, 
in kochendem Wasserbad erhitzt und der Amino-N dann nach van Slyke 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 295 24 
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bestimmt. Die Amino-N-Bestimmung der Glykokoll enthaltenden Peptide wurde 
wie tiblich korrigiert. Da8 der Eisessig dabei nicht stérte, hatten wir vorher 
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Abb. 4. Hydrolyse mit 1-n. H,SO, (A). 
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Abb. 5. Hydrolyse mit 1-n. H,SO, (B). 


6ly-d/- ala Gly-ol-ambut Gly-1-leu d/-Leu-gly bly-dl-ilew 
| -Ala-gly | Gly-dl-rwal/ bly-di-nleu / di-Nleu-gly/  Gly-amibut  Gly-dl-val 
















700 A ——— ——— 
d-Leu-/-leu 2 
/-Leu-I-leu 
Amibut-amibut 
| Y-Val-df-vay 
20 30 40 Stan. 50 


Abb. 6. Hydrolyse mit 25-proz. H,SO,. 


sichergestellt. Nach der Hydrolyse des Glycylprolins stellten wir in alkalischer 
Kupferphosphatsuspension den Kupferkomplex her; das gebundene Kupfer wurde 
als Diaithyldithiocarbamat photometriert. Dabei binden sich 3 Mol. Glycylprolin 
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mit 1 Atom Cu, wie dies bei Glycylsarkosin schon Spies und Chambers? 
angegeben haben. 

Die Hydrolysenkurven sind in Abb. 1—6 und die Geschwindigkeitskonstanten 
in Tab. 2 zusammengestellt. Wie aus den Abb. 1—6 und Tab. 2 ersichtlich, ist 
die Reihenfolge der Hydrolysegeschwindigkeiten der einzelnen Dipeptide immer 
dieselbe, ungeachtet der Art und Konzentration der Saéuren. Man kann sie auf- 
einanderfolgend in einer Reihe anordnen, welche die Ergebnisse von Synge! und 
Levene et al.' teilweise bestatigt. Allerdings handelt es sich bei den Versuchen 
von Levene et al.1 um eine Alkalihydrolyse. 


Tab. 2. Geschwindigkeitskonstanten der Hydrolyse von Dipeptiden. 




















k= In —“— ; t = 1 Stde.; T= 100°C. 
a—z 
Dipeptid l-n. HCl l-n. H,SO, | 25-proz. HCl | 25-proz. H,SO, 
Giv-y oc ks 1,8 0,16 
Gly-dl-ala. . .. 0,38 V5 
d,l-Ala-gly ... . 0,38 0,10 0,75 
Gly-d,l-ambut . . 0,32 0,49 
Gly-d,l-ser . . . . 0,31 
Gly-d,l-nval .. . 0,27 0,33 
Gly-d,l-asp. . . . 0,26 
Gly-l-leu. . ... 0,23 0,29 
Gly-l-glu. . . .. 0,21 
Gly-dl-nleu .. . 0,19 0,28 
Gly-l-pro. . . .. 0,19 
d,l-Leu-gly. . . . 0,15 0,05 0,17 
d,l-Nleu-gly .. . 0,14 0,17 
Gly-d,l-ileu. . .. 0,13 0,65 0,14 
Gly-d,l-phe. . . . 0,11 
Gly-amibut ... 0,08 0,13 
Gly-d,l-val. . .. 0,033 0,55 0,11 
d-Leu-l-leu. . . . 0,030 0,25 0,09 
Gly-d,l-ival. . . . 0,018 0,07 
l-Leu-l-leu . ... 0,017 0,16 0,037 
Amibut-amibut. . 0,012 0,0025 0,05 0,018 
Gly-l-arg. . ey 0,008 
d,l- Val. L 1. val. ae 0,005 0,0015 0,025 0,015 





Bei der Hydrolyse mit Schwefelsiure erhielten wir sehr merkwiirdige und 
interessante Kurven. Aus Abb. 4 ersieht man, daB die das Glykokoll am Amino- 
ende enthaltenden Dipeptide bei der Hydrolyse mit 1-n. H,SO, eine im Anfangs- 
stadium abfallende Kurve geben, was bei den Peptiden, die das Glykokoll an dem 
Carboxylende tragen, nicht der Fall ist (Abb. 5). 

Wenn man aber Dipeptide mit 25-proz. H,SO, hydrolysiert, so bekommt 
man keine solche im Anfangsstadium absinkende Kurve, auBer bei einem sehr 
schwer hydrolysierbaren Dipeptid; z. B. fallt bei Valyl-valin erst nach ziemlich 
langem Erhitzen die Hydrolysenkurve allmihlich ab (s. Abb. 6). Das Abfallen 
der Kurven steht in Beziehung zu einer Diketopiperazinbildung, was man leicht 
in folgender Weise feststellen konnte: Das Hydrolysat des Glycyl-leucins, welches 
man an dem niedrigsten Punkt der Kurve, d.h. nach 2-stdg. Erhitzen erhielt, 
wurde durch eine Siule von Amberlite IR 4B gegossen und die Siéule alsdann 
gut gewaschen, bis die Waschfliissigkeit keine Ninhydrinreaktion mehr gab. Das 
Harz wurde in einem Becherglas mit Eisessig gut verriihrt und filtriert. Das im 
Vakuum abgedampfte Filtrat, welches keine Ninhydrinreaktion und keinen Fleck 
bei der Papierchromatographie ergab, wurde in einem geschlossenen Glasréhrchen 


aide R. Spies u. D.C. Chambers, J. biol. Chemistry 191, 787 [1951]. 
24* 
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mit konz. HCl 5 Stdn. erhitzt, worauf wir papierchromatographisch zwei Flecken, 
je einen von Glykokoll und einen von Leucin, feststellten. 

Die Hydrolysenkurve von Valyl-valin mit 25-proz. H,SO, spricht dafiir, 
daB die Bildung von Valinanhydrid aus Valyl-valin im EiweiBmolekiil bei der 
Hydrolyse mit 25-proz. H,SO, méglich ist. Das Valinanhydrid war von einem 
von uns (R. H.*) aus dem Mugilin, einem Protamin aus Sperma von Mugil japonicus, 
Temninck et Schlegel, durch 16—20-stdg. Kochen mit 25-proz. H,SO, isoliert 
worden. Daher wurde seinerzeit das Vorhandensein von Valyl-valin im Mugilin- 
molekiil angenommen. Neuerdings wurde von uns‘ das Dipeptid nebst zahlreichen 
anderen Dipeptiden, meist von Monoaminosiuren, im Mugilin chromatographisch 
nachgewiesen. 

Diskussion 

Selbst bei den von uns im Hinblick auf ihre Verwendung in der 
EiweiBchemie gewahlten stark sauren Bedingungen konnte man er- 
kennen, daB die Hydrolyse als monomolekulare Reaktion ablauft. 

Im Dipeptid-Molekiil besitzt die —CO—NH-Bindung durch quanten- 
mechanische Resonanz gewissermafen die Eigenschaft einer Doppel- 
bindung. Eine z-Bindung beteiligt sich an der Peptidbindung, obwohl 
sie sehr schwach sein dirfte. Dabei liegen die an die Peptidbindung ge- 
bundenen Atome in derselben Ebene wie die Peptidbindung. Die Hydro- 
lyse durch Salzsiure kénnte man nach Formel I—VI schematisieren: 

I—VI. Mechanismus der Hydrolyse des Dipeptides durch Salzsaure. 
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3 R. Hirohata, J. Biochemistry [Tokyo] 25, 519 [1937]. 
4 T.Ikoma, 8. Ohta, 8. Fujii u. R. Hirohata, Seikagaku (Proc. 24th 
Gener. Meet. Jap. Biochem. Soc.) 25, 29 [1953]. 
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Wenn ein Oxoniumion der Peptidbindung nahe kommt, wird die 
Anordnung im Feld gestért, die 2-Bindung abgeschwacht, und das 
a-Elektron am N neigt dazu, sich mit dem Oxoniumion zu verbinden. 
Diese Erscheinung wird noch auffallender, wenn sich das H,O*+ in der zur 
Peptidebene senkrechten Richtung der z-Elektronenbahn vom N 
nahert (I). Beinahe gleichzeitig nahert sich das Chlorion dem Kohlen- 


Abb. 7. Raumliche Konfiguration 

eines Dipeptides. @: Kohlenstoff; 

A: Stickstoff; ©: Sauerstoff; 

e: Wasserstoff. Die Winkel und 

die Distanzen zwischen den Atomen 

wurden nach Pauling et al. (L. 

Pauling, R. B. Corey u. H. R. 

Branson, Proc. Nat. Acad. Sci. 

USA 37, 205 [1951]) dargestellt. 

Jedes C-Atom des Radikals ist un- 

ter der Annahme gezeichnet, daB 

es die trans-Stellung einnimmt; 
nur C©,g ist in cis-Stellung 
dargestellt. Punktierte Linien: 

Gleichgewichtsmitte der Radikal- 

C-Atome, weil die Radikale auf dem 

Papier, d. h. die Ebene der Peptid- 

bindung, senkrecht stehen (Katz 

et al.5), 

Ka: die projizierte Figur des Zylinders, der den Beriihrungsbereich des H,0* 
darstellt (van der Waalscher Radius 2A). Der Zylinder ist in senkrechter 
Richtung auf beiden Seiten des Papiers, d. h. auf die Peptidebene, verlangert. 

C’,: der Ka beriihrende Punkt von (C,. 

L: der auf die ebene Figur projizierte geometrische Ort der Freidrehung von C,. 

E,, E,, Es, Ey: die geometrischen Orter von C, bzw. Cyt, Cag, Cy, wenn C, die 
Stellung C’, einnimmt. Jeder geometrische Ort bildet eigentlich einen 
Kreis, aber sein auf die Ebene projiziertes Bild zeigt eine Ellipse. 

E;: das projizierte Bild des C,-Orts, wenn C, sich um die C,—C,-Bindung dreht. 
Er dreht sich, indem er sich auf der Innenseite von E, einschreibt, wobei 
sich das Ellipsenzentrum auf E, hinbewegt. 





stoffatom der —CO—NH-Bindung, und zwar wird dann von der 
entgegengesetzten Seite mit H,O+, wegen der gegenseitigen Be- 
hinderung beider Ionen, leicht ein aktivierter Komplex gebildet (II). 
Ein H+ aus dem Reaktionsmedium wird vom N (V) aufgenommen, 
so daB ein H+ fiir je eine Peptidspaltung verbraucht wird. Infolgedessen 
wird das H+ des Mediums vermindert, was man aber auBer acht lassen 
kann, da das Reaktionsmedium einen Uberschu8B vom H+ enthilt. 
Demnach ist nur die Peptidkonzentration wichtig. Die Annaiherung 

. 5 L. Katz, R. A. Pasternack u. R. B. Corey, Nature [London! 170, 1066 
[1952]. 
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des H,O+ und Cl- an das Peptidmolekiil geht ziemlich langsam von- 
statten, und sterische Hindernisse verschiedenen Grades machen sich 
geltend. Wenn sich aber einmal ein aktivierter Komplex (II) gebildet 
hat, so geht die nachste Reaktion so schnell vor sich, daB man sie nicht 
genau messen kann. 

Daher beruht die Hydrolysengeschwindigkeit eines Dipeptides haupt- 
sichlich auf der Annéherungsméglichkeit von H,O+ und Cl- an das 
Peptidmolekil, d. h. sie steht in umgekehrtem Verhaltnis zum sterischen 
Hinderungsgrad. In dieser Beziehung ist das an das «-C gebundene 
Radikal von Bedeutung. 

Weil der van der Waalsche Radius des H,O0+ ungefahr 2A ist, 
kénnen wir einen Kreis (Ky in Abb. 7) mit dem Radius 2 A als Be- 
riihrungsbereich mit dem Radikal (C,, C, usw. in Abb. 7) zeichnen, 
indem das Methylradikal (C,) den Kreis (K,4) im Punkt C, berihrt, 
da das CH, als Radikal mit der geringsten sterischen Hinderung be- 
trachtet werden kann. 

Wenn irgendein mit dem «-C verbundenes Radikal den Zylinder 
beriihrt oder in ihn eindringt, wird die Anniherung des Oxoniumions 
an N behindert, weil es sich innerhalb des Zylinders bewegt. 

Da der. Winkel zwischen der die Radikale enthaltenden Flache 
und der der Peptidbindung, wie Katz et al.° schon mit Glycyl-asparagin 
festgestellt haben, zu etwa 90° anzunehmen ist, befindet sich das an 
das «-C gebundene Radikal in der senkrechten Richtung zu der Peptid- 
ebene in einem Gleichgewichtszustand und macht eine Drehschwingung 
oder Freidrehung. 

Der geometrische Ort der Freidrehung des Methylkohlenstoffs (C,) 
stellt eine gerade Linie dar (L in Abb. 7), wenn er auf die ebene Figur 
projiziert wird. Da der Kohlenstoff (C,) auf dieser Linie mit dem 
Zylinder in Beriihrung kommt (C;), wird der Zugang des H,O+, wie 
oben gesagt, behindert. Also entsteht eine einmalige Hinderung pro 
Drehung, d. h. der Frequenzfaktor der Behinderung ist A/360, wobei A 
eine statistische GréBe darstellt. Der Frequenzfaktor der Behinderung 
der anderen Radikale kann mit dem Mafstab des Methylradikals in 
folgender Weise berechnet werden. 

Das erste C-Atom des Athylradikals verhalt sich ahnlich dem 
Methylradikal, und die Freidrehung des zweiten C-Atoms stellt als 
geometrischer Ort eine Ellipsenbahn auf der ebenen Figur dar (Ej). 
Der in den Zylinder eindringende Teil der Ellipsenbahn behindert den 
Zugang des H,O+; er miBt 125,5°. Die Gesamtsumme der Frequenz- 
faktoren der Behinderung ist somit A/360 + A/360 x 125,5/360B, 
wobei B die zweite statistische GréBe darstellt. In Tab. 3 sind als Bei- 
spiele die Frequenzfaktoren der verschiedenen Radikale aufgefiihrt. 

Aus dieser Tabelle kann man schlieBen: je linger oder komplizierter 
das Radikal wird, desto gréBer wird auch der Frequenzfaktor der Be- 
hinderung und um so kleiner die Geschwindigkeit der Hydrolyse. Dieses 
Ergebnis wirde gut mit den Versuchsresultaten iibereinstimmen. 
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Tab. 3. Frequenzfaktor der Behinderung (F). 
(t): trans-, (g): cis-Stellung. 






































F x 10-4 x (360)? 
Radikal Rechnung , a. nt 
angenommen 
--CH, a 12,9 
_CH,-CH, — es 17,5 
—CH,CH,-CH, at a ad a + 
+ a 0” pd C(t) 18,5 
+o ae B gen Ol) 18,5 
_CH, CH i sa 9” * 0" 
—CH,CH,CH,CH;| 1 dls “0 = i 3 sil 
aC + 360 m0 ee - sa? sii 
- er a 305 
sa" +o = eB: sont) 21,0 + 20,5 
9 x 
” ni “555 0 ; 380° 
3500) 0 “30? 560 36502 | 
~ca 2 Sees 22,0 
CH, 360 ' 360 360 


In dieser Hinsicht ist es sehr bemerkenswert und interessant, daB 
die folgenden Peptidpaare fast gleiche Gleichgewichtskonstanteu 
(& pro Stde.) haben: 


) mit Gly-d,l-ser (k 


Gly-d,l-ambut (k = 0,32 k= 081), 
Gly-d,l-nval (k= 0,27) mit Gly-d,l-asp (k = 0,26), 
Gly-d,l-nleu (k = 0,19) mit Gly-l-glu (& = 0,21). 











376 Saurespaltung von Dipeptiden I Bd. 295 (1953) 


Die Hydrolysengeschwindigkeit des Glycyl-valins ist deswegen sehr 
klein, weil es zwei Methylradikale hat, so daB der Frequenzfaktor 
groBer ist, obwohl es ein verhiltnismaBig kurzes Radikal hat. 

Wie schon von Abderhalden, Levene® und Synge? gezeigt 
wurde, ist die Hydrolysengeschwindigkeit des Dipeptides, an dessen 
Aminoende eine ein langes Radikal enthaltende Aminosiure gebunden ist, 
kleiner als die des umgekehrt aufgebauten Peptides. Den Grund dafiir 
kann man noch nicht angeben. Die erforderlichen Experimente zur 
Erklarung dieser Tatsache sind im Gang. 

Fir die kleinere Geschwindigkeit der Hydrolyse durch H,SO, 
lassen sich zwei Griinde nennen: einmal die GréBe des van der Waal- 
schen Radius der SOZ~- oder HSO;-Ionen (etwa 7 A), zum andern die 
kleinere Dissoziationskonstante der monomolekularen Reaktion, mit 
Ausnahme bei der Hydrolyse der Glykokoll am Aminoende gebunden 
enthaltenden Dipeptide, durch 1l-n. H,SO,, und zwar nur im Anfangs- 
stadium der Hydrolyse und bei der eines schwer hydrolysierbaren 
Dipeptides z. B. des Valyl-valins durch 25-proz. H,SO, (s. Abb. 4 u. 6). 
In den beiden letzten Fallen kommt infolge der wasserentziehenden 
Eigenschaft der Schwefelsiiure RingschluB, d.h. Diketopiperazin- 
bildung zustande. Uber die Ursache der Verschiedenheit des Verhaltens 
der beiden Formen der Glykokoll enthaltenden Dipeptide gegeniiber 
der Hydrolyse durch 1-n. H,SO, kann man noch nichts Sicheres sagen. 

d-Leucyl-l-leucin wird sohneller als /-Leucyl-l-leucin hydrolysiert. 
Bei dem ersteren stehen die Isobutylradikale beider Leucinmolekeln in 
zueinander umgekehrter Richtung auf der Peptidebene, so daB der 
Zugang des H,0+ und Cl- viel leichter ist als bei dem letzteren, in 
welchem sich die zwei Radikale in der gleichen Richtung befinden, 
wodurch der Raum zwischen den beiden Alkylen eng ist und das H,O+ 
eine sterische Hinderung bei dem Zugang auf die Peptidbindung erfahrt. 


Zusammenfassung 


1. Die ‘Bydeeay se der Dipeptide durch Sauren (l-n. HCl und 
H,S80O,, 25-proz. HCl und H,SO,) ist im groBen und ganzen eine mono- 
molekulare Reaktion. 

2. Die Dipeptide des Typs R-NH-CO-CH,-NH,, wobei eine Amino- 
siure R-NH, am Aminoende mit Glykokoll verbunden ist, lassen sich 
nach fallender Hydrolysengeschwindigkeit beim Erhitzen mit Sauren 
in folgender Reihe anordnen: 

Gly > Ala > Ambut = Ser > Nval > Asp > Leu = Glu > Nleu 
= Pro > Ileu > Phe > Amibut > Val > Ival > > Arg. 


3. Durch 1-n.H,SO, tritt bei den Glykokoll am Aminoende ent- 
haltenden Dipeptiden im Anfangsstadium der Hydrolyse eine Diketo- 


6 E. Abderhalden u. H. Brockmann, diese Z. 170, 146 [1927]; E. Abder- 
halden u. F. Schweitzer, Fermentfors« chung 10, 341 [1929]; P. A. Levene. 
R. E. Steiger u. A. Rothen, J. biol. Chemistry 97,717 [1932]. 
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piperazinbildung ein, was weder bei den umgekehrt angeordneten 
Dipeptiden, noch bei aus anderen Aminosauren aufgebauten Peptiden 
der Fall ist. 

4, Valyl-valin hat die kleinste Hydrolysengeschwindigkeit von allen 
zur Untersuchung herangezogenen Dipeptiden; bei langerem Erhitzen 
mit 25-proz. H,SO, neigt es zur Anhydridbildung. 

5. Die sterische Hinderung bei der HCl-Hydrolyse wird diskutiert. 


Uber die Reizwirkungen von Estern des /-Carnitins auf isolierte Organe 


Von 
Erich Strack und Kurt Férsterling 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Leipzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. September 1953) 


Herrn Professor K. Thomas zum 70. Geburtstag 
Das 1905 von Gulewitsch und Krimberg entdeckte /-Carnitin, 


(CH;),N:CH,-CH(OH)-CH,:COO-, kommt im Tierkérper, insbesondere 
im quergestreiften Muskel vor!, der bis zu 0,2°, davon enthalten kann. 
Seine Struktur als Trimethylbetain macht das Carnitin zu einem bio- 
logisch auBerordentlich interessanten Stoff. Es kénnte Methyldonator 
sein, durch seine S-Oxybuttersiurekette am Essigsiure- und Acetessig- 
siureumsatz teilhaben und mittels seiner Alkoholgruppe Saéuren binden 
und abgeben. Die quartire Struktur verleiht ihm Reizstoffcharakter und 
die ausgesprochene Dipolnatur kann bei den Kontraktionsvorgingen 
mitwirken. Unseren heutigen Kenntnissen nach wire méglich, daB 
mehrere der Wirkungsweisen im Muskel nebeneinander oder mit- 
einander gekoppelt ablaufen. 

Aus dem Kreis unserer Untersuchungen soll iiber das Carnitin als 
Reizstoff berichtet werden. Ausgang war die 1936 gemachte Beob- 
achtung, daf Carnitin und sein Acetylderivat den CoronardurchfluB 
isolierter Warmbliiterherzen steigern?. Konzentrationen von 0,5—1,0°%, 
die wir in den Durchstrémungsfliissigkeiten verwendeten, werden im 
Tierkérper wahrscheinlich nicht erreicht werden. Doch ist dies nicht 
entscheidend, ob Carnitin Reizstoff ist. Denn es ist ja nicht bekannt, 
wieviel von derart zugebrachten homogen verteilten Reizstoffkonzen- 
trationen am Wirkort tatsichlich einwirken, wihrend physiologisch 
freigesetzte Mikromengen an Reizstoff durch ihre heterogene Verteilung 
értlich Héchstkonzentrationen darstellen. 





1 M. Guggenheim, Die biogenen Amine. Basel 1951. 
2 E. Strack u. K. Férsterling, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 185, 612 [1937]. 
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Abgesehen von derartigen Uberlegungen ist fiir einen Einsatz von 
Interesse, daB Betaine verstirkt wirksam werden, wenn ihre Carboxyl- 
gruppe substituiert wird*. Da ein zuweilen nur gering verdnderter 
Substituent die Wirkungsweise eines Betains umstimmen kann, wire 
moglich, daB ein Betain qualitativ verschiedenartig wirken kann, je 
nachdem die Carboxylgruppe am Wirkort verschlossen wird. Ist zudem 
der VerschluB labil, so wiirde in solchem Reizsystem der jeweilige 
Zustand des Wirkorts Reizart und ReizgréBe bestimmen, nicht das 
Angebot an Reizstoff*. Auch fiir dieses Reizsystem ware eine kraftige 
Wirkungssteigerung von Grundbetain zum Derivat zweckmiaBig. Sie 
ist in der Tat vorhanden. So ist beim /-Homobetain und seinem Methyl- 
ester die Wirkdifferenz gréBer als beim Cholin-Acetylcholin. 

Noch eine weitere Beobachtung schien bemerkenswert. Methyl- 
ester der Betaine reizen den Froschrektus nicotinartig und das Frosch- 


herz muscarinartig®, Crotonsiurebetain-methylester, (CH,),NCH,CH— 
CHCOO-, 1/19—"/s9 so stark wie Acetylcholin*® *, Der Athylester und 
héhere Ester kontrahieren zwar noch den Froschrektus kraftig, wirken 
aber auf das Froschherz positiv-inotrop. Fiir Muskel-Herz als Leistungs- 
einheit wiren diese Reizweisen so sinnvoll, daB es verleiten kénnte, 
ein physiologisches Steuerungssystem daraus herzuleiten: Ein Derivat 
setzt die Muskeln in Tatigkeit und steigert iiber das Blut die Herz- 
leistung*. Ob derartige Gedankengiinge Realitit haben oder nicht, ist 
ungeklirt, es schien jedoch lohnenswert, die Reizwirkungen kérper- 
eigener Betaine zu studieren. 

Mit dem Crotonsiure-betain ist das Carnitin nahe verwandt. Wasser- 
abspaltende Mittel und Bedingungen fiihren Carnitin leicht in Croton- 


siure-betain tiber’. Dieses und y-Butyrobetain, (CH,),N-CH,-CH,: 
CH,-COO-, verfiittert, sollen in Carnitin iibergehen®. Im Muskel kénnen 
alle genannten Betaine durch physiologisch ablaufende Reaktions- 
weisen reversibel miteinander verbunden sein. Im Hinblick auf die 
unterschiedliche Wirkung der Grundbetaine kénnte dies von Interesse 
werden. Andererseits ist bei schonender chemischer Aufarbeitung aus 
Muskelextrakten Crotonsiure-betain nicht zu isolieren, wie wir in unseren 
vielen Carnitinbestimmungen feststellten. Carnitin ist das primiare 
Grundbetain des Muskels, auch wenn man unterstellt, daB es im Muskel 
erst durch Hydrierung des gebildeten Ketoderivates entsteht, das aus 
Glykokoll-betain und Essigsiure gebildet wird. Der geringe Gehalt an 
anderen Betainen sowie an freiem und abspaltbarem Chclin im 

3 R.R. Renshaw u. H.T. Hotchkiss jr., J. Amer. chem. Soc. 48, 2698 
1926]. ; 
| i FE. Strack u. K. Férsterling, diese Z. 257, 1 [1938]. 

5 E. Strack u. K. Férsterling, diese Z. 285, 207 [1950]. 

6 A.S.V. Burgen u. F. Hobbiger, Brit. J. Pharmacol. 4, 229 [1949]. 

7 R. Engeland, Ber. dtsch. chem. Ges. 54, 2208 [1921]; W. Linneweh, 
diese Z. 182, 8 [1929]. 
8 W. Linneweh, diese Z. 181, 42 [1929]. 
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Warmbliitermuskel weist auf Carnitin als hier spezifischen quartiren 
Stoff hin. 

Wie alle aliphatischen Trimethylbetaine ist auch das /-Carnitin 
fast wirkungslos, wenn man es dem Tierk6rper zufiihrt® oder auf ein 
isoliertes Organ einwirken ]éB8t. Unserer obigen Hypothese nach, dab 
der Reizort bestimmend ist, miiBte es auch so sein. Bestindige car- 
boxylsubstituierte Derivate sind bisher im Tierkérper nicht gefunden 
worden. Bei Pflanzen soll der Stachydrin-athylester vorkommen®, doch 
ist er infolge der leichten Versterungsfaihigkeit der Betaine vermut- 
lich Kunstprodukt. 

Um stoffeigene Reizart und Reizstirken zu ermitteln, mu8 man des- 
halb kérperfremde Derivate bilden. Wir wahlten fiir diese Untersuchungen 
aus mehrfachen Griinden die Ester: 1. der Tierkérper besitzt alle Voraus- 
setzungen Ester zu bilden und zu zerlegen, 2. diese Stoffe wirken 
kraftig und charakteristisch, 3. sie sind gut darzustellen und 4. sie lassen 
in Analogie zum Acetylcholin interessante Vergleiche zu und erlauben, 
besondere Fragen nach chemischer Konstitution und Wirkung und 
Probleme der Reizprinzipien zu studieren. 

In der vorliegenden Arbeit priiften wir die Methyl-, Athyl-, n- 
Propyl- und n-Butylester des /-Carnitins und des /-Acetylearnitins an 
vier Testorganen: Dem musculus rectus abdominis des Frosches, dem 
Straubschen Froschherzen, dem Mausedarm und dem Riickenmuskel 
des Blutegels. Zum Vergleich wurden weiterhin die n-Propyl- und n- 
Butylester des Crotonsiurebetains und die C,—C,-Ester des Glykokoll- 
betains untersucht. Uber die Derivate des Glykokoll-betains liegen schon 
Untersuchungen vor!®, Sie wirken etwa den Crotonsiurebetain-Deri- 
vaten gleich. Uber sie wird in anderem Zusammenhang berichtet. 


Befunde 


Die Versuchsanordnungen zur Priifung an den isolierten Organen sind die 
gleichen wie friiher*. — Das Straubsche Froschherz eindeutig und reproduzierbar zu 
schadigen, gliickte uns nicht. Das Herz blieb daher in der feuchten Kammer hangen, 
bis es nur noch wenig ansprechbar war. An derartigen verschieden stark ge- 
schadigten Herzen wurden einige Ester gepriift. — Auf eine statistische Aus- 
wertung unserer Ergebnisse haben wir verzichtet, obwohl etwa 1200 Reizermitt- 
lungen gemacht wurden. Die Grundbedingungen waren doch zu unterschiedlich, 
um eindeutige Kollektive zu bilden. Die pharmakologische Auswertung war zudem 
nicht das Ziel unserer Arbeit. Variierende Faktoren waren: Tierart, Geschlecht, 
Jahreszeit, Hungerzeit; von den Organen her Ansprechbarkeit, Ermiidung, Sensi- 
bilisierung; von der Lésung her py, Stoffarten, ihre Mengen, Zersetzlichkeiten; 
von der Methodik her Priifzeiten, Reihenfolge der Priifungen, Wirkungsunter- 
schiede von Priif- und Teststoff, Temperatur, Belastung der Muskeln. Mangelnde 
Eindeutigkeit dieser Bedingungen weisen viele der bekanntgewordenen gleich- 
artigen Versuche auf. 


® A.J. Henry u. H. King, J. chem. Soc. [London] 1950, 2866. 
10 R. Hunt u. R.R. Renshaw, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 25, 315 
[1925]. 
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Die Ester des /-Carnitins (und der vergleichsweise mituntersuchten anderen 
Betaine) wurden als Chloride benutzt, einige héhere Doppelester auch als Jodide". 
Die Chloride sind hygroskopisch, die Jodide nicht, dafiir aber luftempfindlich. 
Die Verschiedenheit des Anions beeinfluBte die Reizwirkung auch bei den 
héheren Konzentrationen an Ester nicht. Alle verwendeten Salze sind auf 
die Chloride umgerechnet. In dest. Wasser, in dem sich die Salze mit 
schwach saurer Reaktion lésen, sind sie in der Kalte tagelang haltbar. In 
priiffertiger Lésung mit py-Bereichen, von 7 und dariiber sind die Ester mit 
steigender Alkalitét immer starker zersetzlich. Echte Reizstirken sind deshalb 
nur schwierig zu messen, da Milieu, Priifzeit und Temperatur beeinflussen. Unter- 
schiedliche Wirkungsweise zwischen Vergleichsstoff und~Priifstoff machen zeit- 
beschriankte Messungen haufig ungenau. Maximale Reizstirken, die z.B. am 
Froschrektus erst nach mehrstiindiger Einwirkung erreicht sind, werden um so 
kraftiger vom Milieu beeinfluBt. Den Vergleichen liegen die Gewichtsmengen von 
Acetylcholin und Esterchlorid zugrunde. Abb. 2 zeigt die Besonderheit der 
Messungen. 


Froschherz 

Insbesondere wird die inotrope Wirkung untersucht. Die Methylester werden 
an mittelgroBen Hubhéhenverminderungen im Vergleich mit Acetylcholin bestimmt. 
Herzstillstandsteste sind weniger exakt und weniger gut vergleichbar. Die Methyl- 
ester wirken negativ-inotrop und andern die Schlagfrequenz gering. Zuweilen 
auftretende Zunahmen werden von gleichstarken Acetylcholindosen ebenfalls 
erzeugt. Methylester und Acetylcholin summieren sich in ihrer Wirkung. Atropin 
léscht die negativ-inotrope Wirkung aus. Die héheren Ester wirken anders. 

Carnitin-methylester (CM) wirkt 20000-fach und vereinzelt bei sehr 
empfindlichen Herzen ‘bis zu 175 000-fach schwacher als Acetylcholin (ACh). Die 
Ursache fiir die groBe Schwankungsbreite ist nicht durchsichtig. CM beginnt 
langsamer als ACh zu wirken. Die volle erreichte Wirkung halt langer an, was 
sich auch in schlechterem Auswaschen bemerkbar macht. Laingerdauernde Ein- 
wirkung schadigt das Herz. 

Acetyl-carnitin-methylester (ACM) wirkt 400—4000-fach schwacher 
negativ-inotrop als ACh. Die volle Wirkung tritt rascher als beim CM ein. Sie 
halt langer an als die von ACh. Ursache hierfiir kann sein, da$ die beiden Methyl- 
ester langsam hydrolysiert werden, und Esterasen sie nicht spalten. Die Hydrolyse 
des ACM ist fiir beide Esterbindungen verschieden. Sie ist abhangig vom pq. 
Freie OH~ zerlegen schnell; in Ringer kurz aufgekocht, geht nur wenig Aktivitat 
verloren, was aber auch die nachfolgend beschriebene Ursache haben kann. Beim 
Stehenlassen kann die Reizkraft des Doppelesters sogar voriibergehend ansteigen. 
Durch intramolekulare Essigsiureabspaltung entsteht stark wirksamer Croton- 
siurebetain-methylester, der schlieBlich ebenfalls hydrolysiert wird®. 

Carnitin-athylester (CA) wirkt nur noch gering negativ-inotrop. 0,05°, 
des Chlorids wirken nicht, 0,1°, wirkt eben erkennbar und 0,35°/, entsprechen 
0,5 y° ACh, wirken also etwa 700000-fach schwicher. Die einzelnen Bestimmungen 
schwanken betrachtlich. Haufig haben die gréBeren Dosen keine oder eben nur 
angedeutete Wirkung, die rasch in eine positiv-inotrope umschligt. Nach tiblichem 
Auswaschen bleibt die Hubhéhe vergréBert auch bei Konzentrationen, die deutlich 
negativ-inotrop wirken. CA dampft die negativ-inotrope Wirkung von ACh, 
und der negativ-inotrope Zustand wird durch Zugabe von CA sofort aufgehoben. 

Acetyl-carnitin-athylester (ACA) wirkt nicht mehr negativ-inotrop. 
0,4 mg®,, bis 0,4°% steigern zunehmend mit der Konzentration die Hubhdhe. Bei 
20 mg-proz. Lésung des Chlorids ist sie nach 2 Min. maximal, klingt dann all- 
mahlich ab und erreicht nach 8 Min. den Anfangszustand. Nachfolgend gegebene, 
gleiche Konzentration ruft eine etwas abgeschwichte gleiche Wirkung hervor. 


FE. Strack u. K. Férsterling, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 1143 [1938]; 
76, 14 [1943]. 
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ACA dampft die negativ-inotrope Wirkung: Ein Herz, das auf 0,1 y°;, ACh deut- 
lich anspricht und auf 1 y°, ACh sofort stillsteht, bleibt 4 Min. unter 0,4 mg% ACA. 
Nach Abhebern bleibt 1 y?,, ACh wirkungslos und 10 y?,, ACh wirken wie eine 
anfangs gegebene Lésung von 0,2 y%, ACh. Aber auch die so erzeugte negativ- 
inotrope Wirkung schlagt nach */, Min. in eine Hubhdéhensteigerung um, die nun- 
mehr gréBer wird, als sie vor Versuchsbeginn war. Gibt man ACA und negativ- 
inotropen Reizstoff gemeinsam, so ist die dimpfende Wirkung noch ausgepragter. 
ACA vermag die negativ- inotrope Wirkung einer mehrfach molaren Konzentration 
von ACM zu unterdriicken. Da zuviele einzelne Faktoren bei diesen Versuchen 
mitspielen, lieB sich die Wirkungsstarke von ACA nicht exakt messen. GréBere 
Konzentrationen von ACA steigern die Schlagzahl. So erhéhte eine 0,4-proz. 
Lésung von vorher 30 Schlage auf 40 in der Minute. 





Abb. 1. Wirkung von 200 y/ml Acetyl-carnitin-propylester auf das Straubsche 
Froschherz, das 24 Stdn. in feuchter Kammer gehangen hat. Zeitmarke 3 Sek. 
(Erklirung siehe Text). 


Carnitin-propylester (CP) wirkt wie beim ACA beschrieben. 1—2 mg-proz. 
Lésungen unterdriicken 0,5 y’,iges ACh, gleichzeitig zugefiihrt geniigt eine 
0,4 mg-proz. Lésung von CP-Chlorid. CP wirkt kraftig nach und erst mehrmaliges 
Auswaschen stellt die alte Ansprechbarkeit wieder her. 

Acetyl-carnitin-propylester (ACP) verhalt sich etwa wie beim ACA 
beschrieben. Bei ihm tritt eine Besonderheit der héheren Ester kraftig hervor: 
Ermiidete, nur noch schwach und unregelmaBig schlagende Herzen werden zu 
regelmaBigem, kraftigem Schlagen gebracht. Diese ,,Wiedererweckung“ tritt 
jedoch nicht mit sicherem Erfolg ein, halt Minuten bis Stunden an und mag bei 
richtiger Wahl der Zusatze und Bedingungen vielleicht auch noch langer bestehen 
bleiben. Das absterbende Organ mit seiner unbekannt erhaltenen Leistungsfahig- 
keit scheint nach derartigem Aufpeitschen rascher voéllig zu erlahmen. Eine Reihe 
von Versuchen brachte jedoch keine Eindeutigkeit. Die Abb. 1 zeigt ein Herz, 
das 24 Stdn. in einer feuchten Kammer mit anfainglich erneuerter Nahrlésung 
hing. Durchspiilung mit Nahrlésungen verschiedener Art, Zusatz anderer Carnitin- 
ester hatte keine sichtbare Wirkung. 1 ml 20 mg, ACP stellt innerhalb einer 
Minute die Hubhohe ein, die vor mehr als 12 Stdn. gleichbleibend bestand. 

Carnitin-butylester (CB) und Acetyl-carnitin-butylester (ACB) 
verhalten sich ahnlich wie die Propylester. Die negativ-inotrope Wirkung unter- 
driicken sie gering schwacher als jene. 

Zum Vergleich sei hier die Wirkung des Crotonsaurebetain-propyl- 
esters (CrP) und des Crotonsaurebetain-butylesters (CrB) angefiihrt. Sie 
verhalten sich wie die entsprechenden Carnitinester. CrP unterdriickt in 500—600- 
fach gréBerer Menge die negativ-inotrope Wirkung von ACh. Héhere Dosen von 
CrP und CrB wirken kraftig positiv-inotrop. 
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Musculus rectus abdominis des Frosches 

Die Methyl- und Athylester des Carnitins und des Acetylcarnitins wirken 
nicotinartig, die hdheren Ester nicht mehr. GréBere Konzentrationen der letzteren 
erzeugen nur eine uncharakteristische, allmahlich sich entwickelnde, geringe 
Kontraktion. Die héheren Ester schwachen oder unterdriicken die Wirkung des 
ACh und der Methylester. Sie wirken unterschiedlich kraftig und beeinflussen 
die nachfolgend erzeugten Kontraktionen im Sinne einer Dampfung. Mehrfaches 
Auswaschen beseitigt die Nachwirkung. 

Die nicotinartige Wirkung unserer Ester wird am mit Physostigmin sensi- 
bilisierten Muskel im Vergleich mit ACh bestimmt. ZweckmaBig legt man Kurven- 
diagramme an wie in Kurve 2. Die Carnitinester bendtigen 1'/, bis 3 Stdn., um bei 





Abb. 2. Maximale Wirkung von Carnitin-methylester (CM) auf den rectus abdo- 

minis des Frosches. Mittlere Belastung, sensibilisiert mit 300 y?,, Physostigmin. 

Zeitmarken je 15 Min.; Verklein. #/,. 1. 160 y°,, ACh, 2. 80y’, ACh, 3. 40 y% 

ACh, 4. 17,33 mg®,, CM, 5. und 6. je 80 y°,, ACh. Wirkungsverhiltnis 1 ACh: 197CM. 

Zwischen den Priifungen 3-maliges Auswaschen von je 10 Min. Dauer. ACh-Kurve 
bei Erreichen des Maximalpunktes ausgezogen. 


annahernd isotonischer Zuckung maximal zu kontrahieren. Mitbestimmend sind 
Konzentration der Stoffe und Ansprechbarkeit der Muskeln. Langere Einwirkung 
héherer Konzentrationen senkt die Ansprechbarkeit. Da auch vielfaches Aus- 
waschen sie nicht wieder herstellt, so handelt es sich um irreversible Schadigung, 
nicht um obig beschriebene Dimpfungseffekte. 

Das Wirkungsverhaltnis von ACh und den nicotinartig wirkenden Estern 
wird mit steigender Belastung der Muskeln zugunsten der Betainester verschoben. 
Belastung beschleunigt den Kintritt der Wirkung bei den Carnitinestern und ihr 
Wirkungsmaximum. Sensibilisierung mit Physostigmin wie Lésungen von 
0,15—1 mg’, verstarkt nicht die Wirkung der Carnitinester. Nichtsensiblisiert 
ist das Wirkungsverhaltnis fiir die Carnitinester giinstiger, aber wegen ungleich- 
maBiger Wirkung des ACh schwankender. ACh und Carnitinester summieren 
ihre nicotinartige Wirkung, jedoch beeinfluBt von Art und Menge der verwendeten 
Carnitinester. 

Carnitin-methylester (CM) erzeugt eine verflachte s-artige Kurve. Gegen- 
iiber ACh mit !/, Min. beginnt die Kontraktion erst nach etwa 7 Min. CM wirkt 
in etwa 2 Stdn. maximal. Verkiirzte Zeitmessungen geben deshalb ungenaue 
Wirkungsvergleiche. CM reizt den sensibilisierten Muskel etwa 200-fach schwacher 
als ACh (Abb. 2). 

Acetyl-carnitin-methylester (ACM) verhalt sich ahnlich dem CM. Die 
kymographisch aufgezeichnete Kurve ist weniger s-artig geformt. ACM ist 4—5-mal 
stirker als CM und 53-mal schwacher als ACh. 
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Carnitin-athylester (CA) hat keine einheitliche Wirkung mehr. Er wirkt 
zwar noch schwach nicotinartig, aber schon 2500-mal schwacher als ACh. Er 
wirkt erschlaffend, was besonders nach der Spiilung in Erscheinung tritt. Der 
Muskel erschlafft spontan erheblich unter seine Ausgangslage. AnschlieBend ge- 
priftes ACh wirkt abgeschwacht. 

Acetyl-carnitin-athylester (ACA) wirkt wie CA, aber etwa 6000-mal 
schwacher als ACh. Héhere Dosen unterdriicken die Wirkung von ACh und der 
Methylester. 

Der Carnitin-propylester (CP) und der Carnitin-butylester (CB) 
und deren Acetylderivate (ACP und ACB) kontrahieren den Froschrektus 
nicht mehr. Auch am nicht sensibilisierten Muskel dimpfen sie die Wirkung 
von ACh (s. Abb. 3). 





Abb. 3. Wirkung von Acetyl-carnitin-propylester (CAP) auf den rectus abdominis 

des Frosches. Schwache Belastung, nicht sensibilisiert. Priifzeit je 10 Min. Zwischen 

den Priifungen 3-maliges Auswaschen von je 10 Min. Dauer. 1. 40 y°,, ACh, 

2. 20 mg®,, ACP und 4 Min. spater 40 y°% ACh, 3. 40 mg®,, ACP und 4 Min. spiter 
40 y% ACh, 4. 40 y% ACh. 


Zum Vergleich sei angefiihrt der Crotonsiurebetain-propylester, der 
am sensibilisierten Muskel 35-fach, und der Crotonsaurebetain-butylester, der 
etwa 90-fach schwacher als ACh reizt. 


Rickenmuskel des Blutegels 

Die Carnitinester wirken ahnlich wie am Froschrektus, nur ist das Wirkungs- 
verhaltnis zum ACh 4—6-fach ungiinstiger, wobei wohl die besondere Empfind- 
lichkeit des Blutegelmuskels gegeniiber ACh mitbeteiligt sein mag. Auch wirkt 
sich die gekiirzte MeBzeit ungiinstig fiir die Carnitinester aus. Trotzdem bleibt 
der Blutegelmuskel fiir ACh ansprechbarer als fiir die Carnitinester. Empfindliche 
Blutegelmuskel, die auf 0,5 y°, ACh kraftig ansprechen, wirken bis zu 3-fach 
ungiinstiger fiir die Ester als solche, die erst auf 5 y°, ACh ansprechen. Unsere 
Werte sind auf mittlere Ansprechbarkeiten von 2—3 y% ACh bezogen. 

Carnitin-methylester wirkt 750-mal schwiacher als ACh. Héhere Konzen- 
trationen CM (2,2 mg’) schadigen die Reaktionsfahigkeit. 


Acetyl-carnitin-methylester wirkt etwa 200-fach schwacher als ACh. 


Carnitin-athylester wirkt etwa 6—8000-fach schwacher als ACh. Auch 
bei ihm erschlafft der Muskel nach Auswaschen iibermaBig. Folgend gepriiftes 
ACh wirkt abgeschwacht. GréBere Dosen von CA (50 mg®,,) erzeugen nach kurzer 
schwacher Kontraktion eine kraftige Erschlaffung des Muskels. Durch geniigend 
langes Auswaschen ist dieser Effekt wieder zu beseitigen. 

 Acetyl-carnitin-athylester wirkt nicht mehr kontrahierend. 20 mg”, 
ACA erschlaffen den Muskel und mehrfach groBe Reizdosen von ACh sind wirkungs- 
los. Nach jedem Auswaschen ist die Ansprechbarkeit gesteigert, bis sie die anfang- 
liche GréBe schlieBlich wieder erreicht. 
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Der Carnitin-propylester und sein Acetylderivat sowie der Carnitin- 
butylester und sein Acetylderivat verhalten sich ahnlich den Athylestern. Zum 
Vergleich sei der Crotonsaiurebetain-propylester angefiihrt, der am Blut- 
egelmuskel etwa 10-fach schwacher als am Froschrektus wirkt. Verglichen mit 
ACh wirkt er 500-mal schwacher. Nachfolgend gegebenes ACh wirkt abge- 
schwacht. 


Mausediinndarm 

Die Methylester kontrahieren den Darm wie ACh. Methylester untereinander 
und ACh summieren sich in ihrer Reizwirkung. Atropin léscht die Wirkung aus. 
Die héheren Ester des Carnitins kontrahieren nicht mehr, sie unterdriicken die 
Reizwirkungen von ACh und der Methylester. 

Carnitin-methylester wirkt etwa 4000-fach schwiacher als ACh. Die 
Kigenbewegungen des Darmstiickes sind abgeschwicht, zuweilen ganzlich unter- 
driickt. 

Acetyl-carnitin-methylester wirkt etwa 600-fach schwacher als ACh. 

Der Carnitin-athylester ruft mit 100 mg’, des Chlorides eine nur eben 
angedeutete Kontraktion an einem Darmstiick hervor, das auf 0,5 y’, ACh. gut 
anspricht. Er wirkt 500000-mal schwacher als ACh. Kutscher und Lohmann” 
haben mit etwa gleichen Dosen Oblitin (= CA), die aus ihren Angaben geschatzt 
wurden, an Katzendarm weitere iaecktbbiache Wirkungen beschrieben. Lang- 
anhaltende rhythmische Tonusschwankungen zeigte der Mausedarm nicht, der 
hierfiir wohl weniger geeignet war. 

Acetyl-carnitin-athylester, Carnitin-propylester und sein Acety]l- 
derivat sowie Carnitin-butylester und sein Acetylderivat haben in Konzen- 
trationen bis zu mehreren 100 mg?,, keine kontrahierende Wirkung mehr, dampfen 
ACh abhangig von der Konzentration, der Reaktionsfaihigkeit des Darmstiickes 
und weiterer Einfliisse, die wir nicht studierten. Zuweilen erhdhen die héheren 
Ester den Grundtonus des Darmstiickes als sichtbares Zeichen der Einwirkung. 
Besonders der ACP hob sich heraus. Wahrend sonst nach jeder Priifung das Darm- 
stiick ein wenig mehr erschlaffte, war es unter ACP (25 mg”,) bleibend verkiirzt. 
Erst vielfaches Auswaschen beseitigte die Erhéhung des Grundtonus wieder. 
Zum Vergleich sei der Crotonsaurebetain-propylester angefiihrt, der etwa 
10 000-fach schwacher. als ACh wirkte. 


Besprechung der Ergebnisse 


Keine der eingangs genannten Funktionen, die das Carnitin auf 
Grund seiner chemischen Konstitution ausiiben kénnte, ist bisher be- 
wiesen. Auch seine Notwendigkeit als Umwandlungs- oder Wachstums- 
stoff fiir einige Motten 1* 14 zeigt nur das zeitweilige Unvermégen an, 
Carnitin in notwendigem Umfang aufzubauen, wenn nicht gar die 
y-Amino-f-oxy-buttersaure der eigentliche Bedarfsstoff ist, fiir den das 
Carnitin die Quelle ist. Fraenkel wies auf derartige Zusammenhinge 
schon hin. 

Das reichliche und regelmaéBige Vorkommen im quergestreiften 
Muskel der Warmbliiter bestarkt die Annahme eines Ortlich spezifischen 
Einsatzes. Bisherige Befunde sprechen nicht dafiir, daB es hier Methyl- 





2 F. Kutscher u. A. Lohmann, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen 
Tiere JM, 553 [1906]. 
3H. E. Carter, P. K. Bhattacharyya, K. R. Weidmann u. G. 
a Arch. Biochem. Biophysics 35, 241 [1952 : 
- G. Frébrich, Naturwiss. 40, 344 [1953]. 
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donator ist!5.16 wie auch unsere anderen Ortes zu beschreibenden 
Untersuchungen nur geringe und gezielte Donatorwirkungen ergaben. 
Auch im Phosphorsaiurewechsel wirkt Carnitin nicht wesentlich mit?®. 
Die Stabilitat des Carnitins spricht ebenfalls wenig dafiir, daB es Inter- 
mediarprodukt im Essigsiureumsatz ist, wenngleich auch sein Aufbau 
aus den ko6rpervertrauten Stoffen Cholin oder Glykokollbetain und 
Essigsdure und seine reservible Zerlegung auf Grund der im Muskel vor- 
handenen Reaktionsweisen durchaus méglich ware. Mehr Wahrschein- 
lichkeit hat fiir sich, daB das Carnitin an den Kontraktionsvorgingen 
mitbeteiligt ist. Tiergruppen, die kein Carnitin im Muskel haben, ent- 
halten stattdessen andere Betaine reichlich. Allen Betainen gemeinsam 
ist die starke Dipolnatur und der quartiére Ammoniumkern mit seinem 
Reizcharakter, die sich gegenseitig bedingen. Substitution der Carboxyl- 
gruppe schwacht den Dipol und starkt den Reizstoff. Die Struktur 
des Grundbetains ist auch nicht ausschlaggebend, wenn der Substituent 
die Wirkungsweise wesentlich bestimmt. 

Die Frage, die uns interessierte, war die nach der Art der Reiz- 
wirkung. Bei allen alipathischen Trimethylbetainen ist sie von zwei 
strukturellen Anlagen bestimmt: Struktur der Kohlenstoffkette, die 
die Carboxylgruppe traigt, und dem Substituenten, der die Carboxyl- 
gruppe verschlieBt. An den Methylestern, mit ihren starken acetyl- 
cholinéhnlichen Wirkungen 1aBt sich der EinfluB der Grundstruktur gut 
untersuchen. Die kraftige muscarinartige und nicotinartige Wirkung, die 
die etwa gleichmolekularen Methylester des y-Butyrobetains und des 
Crotonsaurebetains besitzen, wird durch die sekundir-alkoholische 
Gruppe im Carnitin erheblich abgeschwicht°. 

Die Acetylierung des Carnitin-methylesters fordert die beiden 
Wirkungsweisen nur gering. Die Feststellung an Alkanolammoniumbasen, 
daB Acetylierung diese Wirkungen nur dann stark steigert, wenn sie im 
Grundstoff schon ausgepragt vorhanden sind, lat fiir das Carnitin 
folgern, daB es nicht zu diesen Stoffen geh6rt und wahrscheinlich auch 
in anderen Derivaten als dem Methylester nicht acetylcholinahnlich 
wirkt. Wegen des geringen Cholingehaltes im Muskel sowie der gegeniiber 
anderen Organen abartigen fermentativen Cholinabspaltung und der 
Tatsache, da Muskel etwa so viel Carnitin enthalt, daB das fehlende 
Cholin ausgeglichen wird, hatten wir friiher die Moéglichkeit in Betracht 
gezogen, Carnitin kénne bei der Kontraktion Cholin ersetzen?’. 

Aber andere, physiologisch auch erwiinschte Wirkungsweisen, die 
dem quartiren Ammoniumkern eigen siad, kénnten durch die besondere 
Struktur begiinstigt sein. Bekannt ist, daB Ester von Betainen mit 
héheren Alkoholen geschwaicht muscarin- und nicotinartig wirken. Mit 
steigendem Molgewicht schwindet dieser Reizcharakter und die Ester 
unterdriicken diese Reizwirkungen. Am Froschmuskel dimpft schon 


Bb W.Ciusa u. G. Nebbia, Acta Vitaminol. 3, 1 [1948]. 
16 P.G. Garkawi, Biochimija (russ.) 18, 302 [1953]. 
vv EK. Strack, P. Wérdehoff u. E. Neubaur, diese Z. 238, 189 [1935]. 
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der Carnitin-aithylester nicotinartige Kontraktionen, wahrend der ent- 
sprechende Crotonsaurebetain-athylester noch sehr starke und der Propy!- 
sowie der Butylester kraftige Kontraktionen auslésen. Acetylieren ver. 
ringert weiter die kontrahierende Wirkung, stirkt die dimpfende Kraft 
des Carnitin-athylesters und die Erschlaffung des Muskels. Ahnlich ver- 
halten sich in Hinsicht auf die Reizunterschiede Blutegelriickenmuskel 
und Méausedarm. 

Am Froschherzen ist der Wirkungsbruch in der homologen Ester- 
reihe in Hinsicht auf die inotrope Wirkung noch krasser. Im Carnitin- 
aithylester halten sich die negativ-inotrope und die positiv-inotrope Wir- 
kung etwa die Waage, abhangig von Ansprechbarkeit und Konzentra- 
tion. Acetylieren verstirkt die positiv-inotrope Wirkung und erhéht die 
Kraft des Carnitin-aithylesters, negativ-inotrope Wirkungen zu dampfen, 
verbunden mit der Wirkung einer Normalisierung des Herzschlages. 

Die Reaktionsweisen der Carnitinester deuten darauf hin, daB Car- 
nitinderivate mehr im Sinne der Daimpfung kontrahierender Einfliisse 
und der Erschlaffung von Muskeln wirken, als daB sie kontraktions- 
férdernde Stoffe sind. Entscheidend fiir die Wirkungsweise ist der Sub- 
stituent, der die Carboxylgruppe verschlieBt. Die gepriiften Ester zeigen 
Prinzipien auf, physiologische Stoffe sind sie nicht. Analogie zum Ace- 
tylcholin besteht nicht: Betainester sind nicht isoliert worden; Esterasen 
zerlegen sie nicht, werden sogar von ihnen gehemmt. Die Ester werden 
abhangig vom Milieu nur hydrolytisch zerlegt, worauf auch die Be- 
obachtung von Kutscher beruhen diirfte, daB zugefiihrter Carnitin- 
aithylester teilweise als Carnitin nachgewiesen werden kann}*. 

Da die Substituenten so groBen EinfluB haben, kénnten andere, 
bisher unbekannte, die Wirkungsweise der Betaine stark bestimmen. 
intstehen durch die Kontraktion mit ihren groBen polaren und stoff- 
wechselmaBigen Anderungen neue Bindungsméglichkeiten fiir die Car- 
boxylgruppe, so waren Voraussetzungen fiir den Einsatz auch labiler 
Betainderivate gegeben. Reizart und Reizstirke werden dann bei Uber- 
schuB von Grundbetain-Reizstoff von dem Muskel dem jeweiligen Be- 


darf angepaBt werden kénnen. Im Gegensatz zu den labilen Derivaten- 


folgen die stabilen Derivate, wie die Ester es sind, dem gleichen Reiz- 
prinzip wie das Acetylcholin; die Reizstirke bestimmt die angebotene 
Konzentration des Wirkstoffes. Weitere Beobachtungen tiber das 
Carnitin sprechen fiir seinen spezifischen EKinsatz bei der Kontraktion. 
K's erscheint jedoch verfriiht, das ,,Wie‘‘ eingehender zu erortern. 


Zusammenfassung 


Die Methyl-, Athyl-, n-Propyl- und n-Butylester des Carnitins, des 
Acetylearnitins und des Crotonsiurebetains werden in ihrer Wirksam- 
keit auf Froschherzen, Froschrektus, Blutegelriickenmuskel und Mause- 
darm gepriift und verglichen. 





18 F, Kutscher, diese Z. 48, 331 [1906]. 
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Die Athyl-, Propyl-, Butylester wirken auf das Froschherz steigend 
positiv-inotrop. Acetylierung steigert die Wirkung. Demgegeniiber 
reizen die Methylester negativ-inotrop. Die héheren Ester dimpfen die 
Wirkung von Acetylcholin und kraftigen zum Teil erlahmende Herz- 
titigkeit. 

Am Froschrektus wirken die Methylester nicotinartig, die héheren 
Ester des Carnitins sehr abgeschwicht oder nicht. Die héheren Ester 
des Crotonsiurebetains wirken noch stark kontrahierend. Die héheren 
Carnitinester wirken erschlaffend auf den Muskel. Der Blutegelriicken- 
muskel reagiert ahnlich wie Froschrektus auf die Carnitin- und Croton- 
siure-betainester. Auf Mausedarm wirken die Methylester wie Acetyl- 
cholin, die héheren Ester dimpfen Acetylcholinwirkungen. 


Uber die Beziehungen des Glykolsdure-Glyoxylsdéure-Systems 
_ zum Allantoin 


Von 
K. Mothes und L. Engelbrecht 


Aus dem Institut fiir Kulturpflanzenforschung der Deutschen Akademie der Wissenschaften 
Gatersleben 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. September 1953) 


Herrn Professor Dr. K. Thomas anldplich der 70. Wiederkehr seines Geburtstages 
gewidmet 


In kirzlich veréffentlichten Untersuchungen! haben wir gezeigt, 
daB die mengenmaBig tiberwiegende organische Stickstoffverbindung im 
Blutungssaft des Ahorns das Allantoin ist. Seine Bedeutung im Rahmen 
des allgemeinen EiweiBstoffwechsels als eine Speicher- und Wander- 
Form des Stickstoffes wurden dargelegt. In solcher Funktion tritt das 
Allantoin aber nicht allein im Ahorn auf, sondern wir fanden neuerdings, 
daB z. B. die Rhizome von Symphytum officinale im Spatwinter bis zu 
67°% des Gesamt-N in Gestalt von Allantoin bergen. Dieses Allantoin 
dirfte groBenteils ein Produkt der ehemals in den Blattern vorhandenen 
Proteine und Aminosauren sein, die im Zuge der herbstlichen Entleerung 
abgebaut und umgeformt den Speicherorganen zustrémen. Im Grunde 
ist das Allantoin umgewandeltes Ammoniak, hat also z. T. die Funk- 
tionen des Asparagins, das tatsiichlich in anderen Rhizomen an seine 
Stelle tritt. 

Wenn Allantoin aus NH; entsteht, muB nach den zugehérigen 
N-freien Bausteinen gesucht werden. Da Allantoin durch Allantoinase 
und Allantoikase zu Glyoxylsdure und Harnstoff abgebaut wird, liegt es 


1 K. Mothes u. L. Engelbrecht, Flora 189, 586 [1952]. 
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nahe, in Glyoxylsaure eine Vorstufe des Allantoins zu sehen. In der Tat 
glauben Brunel und Brunel-Capelle?, eine fermentative in-vitro- 
Synthese aus Glyoxylsiure und Harnstoff mit Mazerat und mit durch 
Alkohol gefallten Priparaten aus dem Hutpilz Agaricus campester beob- 
achtet zu haben. Nun wissen wir aus den modernen Arbeiten tiber die 
Purinsynthese, daB diese nicht so einfach iiber Harnstoff lauft, weshalb 
die genannten Angaben iiber die Allantoinsynthese der Bestatigung be- 
diirfen. Aber es ist verstandlich, daB der Glyoxylsiure nunmehr be- 
sondere Aufmerksamkeit gewidmet werden muf. 

Diese chemisch sehr aktive Aldehydsiure ist in Pflanzen nur selten 
und immer nur in sehr geringen Mengen angetroffen worden (so in 
Friichten, Zuckerriiben), was aber nichts gegen eine allgemeinere Be- 
deutung als intermediires labiles Stoffwechselprodukt besagt, worauf 
eine ganze Reihe neuerer Arbeiten hinweisen, die dieser Saure eine 
wichtige Stellung sowohl im Kohlenhydratabbau als auch im Photo- 
synthesemechanismus zuzuweisen versuchen*®. Insbesondere ist die 
Umwandlung von Essigsiure zu Glyoxylsiure und deren Beziehung zur 
Oxalsiure und zur Ameisensiure viel diskutiert worden‘. 

Trotz der aufgewandten Miihe ist die Rolle der Glyoxylsaure noch recht unklar. 
Wahrscheinlich - gibt es verschiedene Wege ihrer Synthese. So verdanken wir 
Brunel-Capelle? den Nachweis der Decarboxylierung der Mesoxalsdiure zu 
Glyoxylsaure und Ratner, Nocito und Green® den der fermentativen Oxydation 
von Glycin zu Glyoxylsiure und NHs3. 

Unter den verschiedenen Méglichkeiten der Bildung hat die oxydative aus 
Glykolsaure besonderes Interesse gewonnen. Kolesnikov hatte 1940 gefunden, 
daB beim Belichten von Chlorella-Suspensionen sich Carbonylverbindungen bilden, 
die im Dunkeln aerob wieder verschwinden; darunter fand sich Glyoxylsaure, die 
er in der Folge auch in Gerstenblattern antraf. Ihre leichte Bildung aus Glykol- 
siure auch im Gewebebrei konnte aufgezeigt werden (1948)*. 

Bei dieser Oxydation der Glykolsiure wird wesentlich mehr O, verbraucht 
als der Theorie entspricht. Es laufen also noch andere Oxydationsprozesse ab, 
bei denen Glykolsaure oder ein daraus entstandenes Produkt katalytisch wirkt. 
Kolesnikov diskutiert vor allem die Bildung eines Glyoxylsiureperoxyds, das 
u. a. fiir die aerobe Zerstérung des Chlorophylls verantwortlich sein soll, wobei 
Ascorbinsaure schiitzend wirkt. Er findet im iibrigen Unterschiede in der Glykol- 
siure-Umwandlung in Glyoxylsiure im Dunkeln und im Licht, was AnlaB gibt, 
die Rolle des Glykolsiure-Glyoxylsiure-Systems im Photosynthesemechanismus 
zu unterstreichen. Clagett, Tolbert und Burris’ isolierten aus griinen Blattern 
ein diese Oxydation katalysierendes Enzym, fanden es weit verbreitet, vermiBten 


2 A. Brunelu. G. Brunel-Capelle, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 282, 1130 
[1951]; G. Brunel-Capelle, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 288, 1480, 1658 [1951]; 
236, 2162 [1953]. 

3 Vgl. L. Schou, A. A. Benson, J. A. Bassnam u. M.Calvin, Physiol. 
Plant. 3, 487 [1950]. 

4 Vgl. J. W. Foster, Chemical Activities of Fungi. New York [1949]; J.Wolf, 
Pharmazie 8, 378, 484 [1953]. 

5 §. Ratner, V. Nocito u. D. E. Green, J. biol. Chemistry 158, 119 [1944]. 

6 P. A. Kolesnikov, C. R. Acad. Sci. URSS 27, 353 [1940]; Doklady Akad. 
Nauk. 60, 1205, 1353 [1948]; 71, 911 [1950]; Biochimija 18, 370 [1948]; 14, 124 
[1949]. 

7 C. 0. Clagett, N. E. Tolbert u. R. H. Burris, J. biol. Chemistry 178, 977 
[1949]. 





— gat Cee Cee A el f 


—~ © —=jo — 


—sl onl all. deter © fe a 








Bd. 295 (1953) Uber die Beziehungen des Glykolsiure-Glyoxylsiure-Systems 389 


es jedoch in etiolierten Keimlingen. Sie meinen, daB das Enzym nur nach Be- 
lichtung in aktiver Form vorkommt. Tolbert, Clagett und Burris® unter- 
strichen die Bedeutung des Lichtes fiir die Ausbildung des Fermentes in Kartoffel- 
knollen. Gleichzeitig wurde festgestellt, daB die Oxydation meist tiber die Glyoxy]- 
siure hinausgeht, wobei Ameisensiure entsteht. Auch die Verwandlung der Gly- 
oxylséure in Glycin u.a. wurde beschrieben. Das Nichtauftreten von Glyoxyl- 
siure ist also kein Beweis fiir eine Nichtbildung. 

In der Folge haben Franke und Schulz, Zelitch und Ochoa, Kenten 
und Mann? dieses Ferment als H,O, bildendes Flavoprotein naher charakterisiert 
und Kolesnikov hat 1950 seineBedeutung fiir die Nitratreduktion unterstrichen. 


Es war fiir unsere Untersuchungen tiber die Allantoinsynthese von 
Bedeutung zu wissen, ob die fermentative Glyoxylsiurebildung aus 
Glykolsiure im Gewebebrei jener Organe stattfindet, die Orte der 
Allantoinsynthese sind, und ob dabei auch eine Allantoinvermehrung zu 
beobachten ist. Bei Acer sind alle Teile der Keimlinge, die Wurzeln 
alterer Pflanzen, die Blatter, bei panaschierten sowohl griine als auch 
gelbe und farblose Teile und die Friichte zur Allantoinsynthese be- 
fahigt. Das haben Versuche mit isolierten Organen ergeben. Im normalen 
Lebensablauf sind die Wurzeln und der Stamm Hauptorte der Allan- 
toinsynthese, die Blatter und alle wachsenden Teile Hauptorte des 
Allantoinverbrauchs. 

Freie Glyoxylsiure ist mit ziemlicher RegelmaBigkeit, wenn auch in 
geringen Mengen, in Blattern, Blattstielen, Bliiten- und Fruchtstielen 
angetroffen worden. 


Methodik 


Die Bestimmung der Glykolsaure erfolgte in Anlehnung an Eegriwe 
(1932)!°. 0,1 ml der zu untersuchenden, enteiweiBten Lésung wird in einem Reagens- 
glas von 2,3 cm Durchmesser mit 6 ml Reagens (10 mg 2.7-Dioxy-naphthalin in 
100 ml konz. H. 2SO,) versetzt; nach gutem Mischen wird 25’ im kochenden Wasserbad 
erwarmt. Die auftretende Violettfarbung wird nach 1h mit dem Pulfrich-Photo- 
meter (Filter S 53, 1-cm-Kiivette) gemessen. 

Die Bestimmung der Glyoxylsaure erfolgte nach der in unserer Arbeit! 
bekanntgegebenen Weise. Da diese Reaktion nicht spezifisch ist, haben wir auBer- 
dem zur Kontrolle den Nachweis mit Pyrogallolearbonsiure nach Eegriwe 
(1935)1° verwendet. Zu 0,2 ml Lésung werden 0,1 ml frisch bereitetes Reagens 
(4 mg Pyrogallolcarbonsaure in 2 ml n/100-NaOH) und bei Kiihlung mit Eiswasser 
4ml konz. H,SO, tropfenweise gegeben. Die gutdurchmischte Lésung wird 30’ 
lang in ein Wasserbad von 40° gestellt und nach 2 kolorimetriert (Filter S 61). 
In besonderen Fallen wurde das 2.4-Dinitrophenylhydrazon zur Identifizierung 
hergestellt. 

Nitrat wurde polarographisch bestimmt”. Wegen der Allantoin- Bestimmung 
und der iibrigen analytischen Verfahren siche Mothes und Engelbrecht?. 





8 N. E. Tolbert, C. 0. Clagett u. R. H. Burris, J. biol. Chemistry 181, 905 
[1949]. 
9 W. Franke u. I. Schulz, Naturwiss. 39, 453 [1952]; Liebigs Ann. Chem. 
578, 147 [1952]; I. Zelitch u. S. Ochoa, J. biol. Chemistry 201, 707 [1953]; 
R. H. Kenten u. P. J. G. Mann, Biochem. J. 52, 130 [1952]. 

10 EK. Eegriwe, Z. analyt. Chem. 89, 123 [1932]; 100, 31 [1935]. 
al OS 

2 D. Munsche, Z. Pflanzenernahr., Diing., Bodenkunde [1953]. 
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Im allgemeinen wurden 8g Frischmaterial im Homogenisator mit 25 ml 
Phosphatpuffer, pu 7,5, zerkleinert und durch 4-fachen Mull geseiht. Das Filtrat 
wurde mit Pufferlésung auf 40 ml aufgefiillt. Hierzu kamen 10 ml einer 1,4-proz. 
Glykolsaiurelésung, die mit KOH und K,PO, auf pa 7 gebracht war, und Toluol- 
Chloroform-Gemisch. Der Gasraum iiber dem Gewebebrei wurde mit O, beschickt, 
sofern nichts anderes vermerkt ist. Vorversuche hatten ergeben, daB die Oxydation 
der Glykolsiure im Gewebebrei maximal bei einem pH um 7 ablauft. 

Es wurde in den Versuchen eine Begasung mit Bombensauerstoff oder mit 
Bombenstickstoff vorgenommen. Dieser enthielt noch geringe Mengen von O, 
maximal 1—2%). Nur bei den Versuchen der Tab. 8 und 9 wurde ein sauer- 
(tofffreier Stickstoff benutzt. Es wurde immer bei Zimmertemperatur gearbeitet, 


Ergebnisse 
Die Bildung von Glyoxylsiure im Gewebebrei!® bei gleichzeitiger 
Gabe von Glykolséure und in Gegenwart von Chloroform-Toluol ist in 


Tab. 1. Acer platanoides — 


Gewebebrei von 14 Tage alten Keimlingen — Versuchsdauer 365; Atmosphare 
Luft oder O,. (Alle Werte in mg auf 100 Keimlinge bezogen.) 




















Atmosphire | Glyoxylsiure] Ges.-Allantoin 
- ]. sofort ....... . .. | (Kontrolle) 0 5,1 
zo 2. + Glykolsaure, 0,27°,, . oe “3 - 
3 3. wie 2, + 1,32°, Asparagin a 35 a5 
z ~ 4. wie 3, + 0,319 ATP 7 “i 04 
#3 AE ocr heed. sce 5 50 | (Kontrotte) j °, or Pe 355 
ad 6. + Glykolsaiure, 0,279, . . 0, 27 39.0 
34 7. wie 6, + 1,32°,, Asparagin = oy ap 
Ee 8. wie 7, + 0,31°, ATP _ + rae 


Tab. 2. Acer platanoides 
Gewebebrei von 120 30 Tage alten Keimlingen + 0,05-mol. Glykolsiure + 0,025-mol. 
KNO,, mit!Pufferlésung auf 100 ml gebracht. Atmosphire: O, und N, (nicht vollig 
frei von O,); po 7. (Alle Werte in mg je 100 Keimlinge.) 








‘ sofort nach 17h nach 4]h 

a3 All.- € e Al. Ges. % All. Ges. 2 
+5 - Ges.- #& All.- Ges.- KE . Ges.- *& 
<8) All 'Sre, All. 2¢/ Al Ste. aul. 2g] “1! Sre. All BS 





Primir- 
blatter O, | 3,5 18,2 21,7 Spur} 11,3 10,0 2 
stietle | Ne | 43 18,4 22,7 Spur] 8,0 13,5 21, 
Wur- | O, | 4,3 18,4 22,7 Spurl 7,3 14,8 22,1 
zeln 5,0 18,4 23,4 Spur] 6,2 19,8 26,0 








21,3 27,3 {19,2 1,1 20,3 38,2 
15 2,6|14,2 6,5 20,7 7,7 
(2) | 7,0 16,4 23,4 Spur 
Spur] 4,2 20,9 25,1 Spur 














18 Aufkochen des Gewebebreies unterbindet die Oxydation der Glykolsiure zu 
Glyoxylsaure. 








aa 
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jiingeren Keimlingen schwach (Tab. 1) und nimmt mit dem Alter der 
Pflanzen zunachst zu, in dem Mabe, wie sich die Laubblatter ent- 
wickeln (Tab. 2, Tab. 3), waihrend die Kotyledonen und Hypokotyle mit 
den Wurzeln weiterhin geringe Aktivititen (Tab. 1) zeigen und die 
Wurzeln allein sogar unfahig sind, Glykolsiure zu Glyoxylsdure zu 
oxydieren und diese anzuhaufen (Tab. 2). 


Tab. 3. Acer platanoides 
Primarblattbrei 48 Tage alter Keimlinge; py 7 
(alle Werte in mg/100 ml Ansatz, entsprechend 16 g Blattmasse; 
N, nicht vdéllig frei von O,). 











sofort nach 46h 
Alls ‘G68: 7g... Ale: G6s.- pqs. 
oa eS SS. Oe 
IL + Glykolsaure. | O, 12 88 10 0 7 | 183 
No 1,4 8,4 9,8 0 7,2 1,9 9,1 5 
Il + Glykolsiure. | O, 14 7,4 8,8 0 8,5 182 
+ KNO, N,| 12 7.4 86 0 91 08 9,9 8 








Wir haben auch Gewebebrei der Speicherwurzeln von Symphytum 
officinale auf Glykolsaure reagieren lassen und ebenfalls keine Glyoxyl- 
siurebildung erhalten (Tab. 4). Wurzelbrei von Symphytum vermag 
auch dann Glykolsdéure nicht zu oxydieren, wenn das Wurzelgewebe in 
Gestalt von diinnen Scheiben vorher 20h lang belichtet worden ist, 
so daf ihm das Enzym Glykolyco-Dehydrase oder seine Bildung im 
Licht abgesprochen werden miissen (Tab. 4). 

Die Laubblatter entwickeln die volle Aktivitaéit der Glykolsiure- 
oxydation erst im Zuge ihrer gestaltlichen Entwicklung. Untersucht 
man am gleichen Ast sehr junge, nicht ausgewachsene Blatter und solche, 
die ihre volle GréBe erreicht haben, so ergeben sich bedeutende Unter- 
schiede (Tab. 5). Aber auch ausgewachsene Ahornblitter verhalten sich 
gegeniiber Glykolséure nicht gleich. In der Zeit der assimilatorischen 
Hauptleistung der griinen Blatter, im Sommer, kann praktisch die 
Fahigkeit, Glykolsiure zu oxydieren, fehlen (Tab. 5a). Dabei treten in 
diesem Material erhebliche Blindwerte von Glykolsiure auf (z. B. 
Blatter von Acer pseudoplatanus, Tab. 7, 8, 9). Wiirde man nur diese 


Tab. 4. Symphytum officinale 
Gewebebrei aus Speicherwurzelschnitten (13. 8. 53), geschiittelt mit 
Glykolsaure und O, bei py 7. A 
1: Wurzelschnitt vor dem Versuch 20» belichtet; 2: ebenso lange vetdunkelt 
(alle Werte in mg/100 ml Ansatz = 16 g Wurzelmasse). } 





sofort nach 19h nach 9ih 








. Giyk.. Ges-t a5 Glyk. Ges.-|..,. Glyk. Ges.- 
Glyk. Glyox. @iyox. aul. | Glyk. Glyox. qiyox, au. | Glyk. Glyox. @iyox. All. 





] 305 1,5 306,5 2,5 | 292 1,2 293,2 2,0 | 305 1,2 306,2 2,0 
2 282 155 283,5 2,5 | 280 0,9 280,9 1,7 | 290 0,7 290,7 1,4 
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Tab. 5. Acer pseudoplatanus 
Gewebebrei griiner Blatter verschiedenen Alters desselben 


Zweiges + Glykolsiure, O,, pu 7 
(Alle Werte in mg/100 ml Ansatz = | 


(18. 5. 1953). 
6g Blattmasse.) 





sofort 


nach 24h nach 42h 





Ges.- 
Glyox. ay 


Ges.- Ges.- 


Glyox. “ay Glyox. AL 








1. ausgewachsene Blatter .... . 34 11,3 
2. junge Blatter (4—6ceml1.) ... . 2.4 18,5 


Tab. 5a. Acer pseudoplatanus und 
Gewebebrei gelber und weiBer Teile panaschierter 


131,0 11,1 | 134,0 7,6 
26,6 5,8 33,8 6,0 





Acer negundo 


und griiner Blatter (8. 7. 53, 


20°C) mit Glykolsiure, py 7, Os, nicht geschiittelt. 


(Alle Werte in mg je 100 ml Ansatz 


16 g Blattmasse.) 





sofort 


nach 42h 





Glyk. Ges. 


Glyk. Glyox.qivox. All. 


Glyk. Ges.- 


Glyk. Glyox. Givox, All. 





ioas cage | grin} 315 1 316 3 
gelb 280 14 £294 40 

2. A. negundo. griin | 277 1 278 1,6 
| weiS | 277 12 289 12 





Tab. 6. Gewebebrei verschiedene 





325 1 326 3,5 
225 55 280 47 
292 1 293 1,4 
285 12 297 12 


r Organe 


Je 100ml Ansatz 16g Gewebe, etwa 300 mg Glykolsaiure, py 7, O, (5. 8. 1953). 

















mg Glyoxylsiure 
sof rt nach 65h 
1. Rosa rugosa Laubblatter 0 5,4 
Bliitenblatter 1,3 0,4 
rote Friichte 0,5 0,4 
2. Sonnenblume Laubblatter 4,4 89 
Bliitenblatter 0,5 1 
3. Zuckerriibe  griine Blatter 4,2 146,0 
weiBe Blatter 6,1 32,4 





Tab. 7. Acer pseudoplatanus 


Gewebebrei gelber Teile panaschierter Blatter (18. 8. 1953), py 7. (Alle Werte in 


mg/100 ml Ansatz = 16 g Blattmasse.) 














or 


em CON = 


3 
. mit Glykolsiure+NH, | O, |218 3 221 21 
. mit Glykolsaiure 
+KOH+KNO, O, |214 3 217 22 
. mit Glykolsaiure 
+KOH+KNO, | N, [218 3 221 17 














sofort nach 22h 
Atmo- F e Z, Bae 4 
sphare] ¥ 5S 45 + |, a * we 4d 
= 2 BP $a 0 & 2?) ae as 
S$ S BS 34 x So & & O4 Zz 
. ohne Glykolsaure O, 34 5 39 10 33 40 3712 
. mit Glykolsiure+KOH|] O, |218 3 221 24 165 88 253 20 


48 | 169 93 262 21 48 








49 | 211 45 256 16 49 
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Tab. 8. Acer pseudoplatanus 


Gewebebrei gelber Teile panaschierter Blatter (4. 9. 1953) pu 7. Wie Tab. 7, jedoch 
vollig O,-freier Stickstoff. (Alle Werte in mg/100 ml Ansatz = 16 g Blattmasse.) 














sofort nach 22h 
+ A sa + A 
eS -) eae ae ae l, 
= & 2h s= © a | ee ee OO 
& & SS 6424 S$ &© 85 64 24 
1. ohne Glykolsiure O, | 23 0,3 23 13 23 0:3 238 14 
2a) mit Glykolsiure+KOH | O, | 228 6 234 15 130 131 261 13 
2b) mit Glykolsature+KOH | N, | 243 6 249 16 241 2 243 14 
3. mit Glykolsiure-+ NH, O, |}216 6 222 14 140 112 252 14 
4, mit Glykolsaure 
+KOH+KNO, O, |228 7 235 15 46] 168 99 267 14 46 
5. mit Glykolsaure 
+KOH+KNO, N, |225 7 232 13 46| 230 4 324 12 46 











Tab. 9. Acer pseudoplatanus 


Gewebebrei gelber Teile panaschierter Blatter (24. 8. 1953), pu 5,7. (Alle Werte in 
mg/100 ml Ansatz = 16 g Blattmasse, vollig sauerstoffreier Stickstoff.) 




















sofort nach 21h 
Atmo- + 4 3 ty F 
sphire} 2 8 #8 5 1% & BE go 
6 SF SS F S$ S BS FZ 
1. ohne Glykolsaure O, 28 5 33 35 1 36 
2a) mit Glykolsiure + KOH O, | 256 6 262 251 11 262 
2b) mit Glykolsaure + KOH N, | 263 6 269 263 3 266 
3. mit Glykolsiure + NH, O, | 256 6 262 251 6 257 
4. mit Glykolsiure 
+ KOH + KNO, O, | 258 6 264 47 | 243 9 252 47 
5. mit Glykolsiure 
+ KOH + KNO, N, | 258 6 264 48 | 257 3 260 47 


Sommerwerte in Betracht ziehen, so kime man bei der Beurteilung der 
chemischen Aktivitaét der Blatter zu einem falschen SchluB. Die Ferment- 
aktivitét gegeniiber Glykolsiure nimmt also in der Jugend zu und fallt 
mit der Reife scharf ab (Abb. 1). Waihrend man im Gebiete des Eiweib- 
stoffwechsels bei den Blaittern von Baiumen und Striauchern keine 
groBen Aktivitaétsunterschiede zu verschiedenen Terminen des Sommers 
finden konnte, sind solche hier zweifellos gegeben. Von besonderem 
Interesse ist das Verhalten panaschierter Blitter. Bei Acer pseudo- 
platanus tritt die Panaschierung mosaikartig auf: griine und griinlich- 
gelbe Blattbezirke wechseln und iiberschichten sich zum Teil. Bei 
Acer negundo kann man neben griinen gelbe und weibe Blatter oder 
Blatteile unterscheiden. In Tab. 5a wird gezeigt, daB bei Acer pseudo- 
platanus die panaschierten (in der Photosynthese gehemmten) Blatter 
in der Glyoxylsiure-Bildung den griinen weit iiberlegen sind. Bei 
Acer negundo ist im Sommer in weifen und griinen Blatteilen bzw. 
Blattern die Glykolsiureoxydation gering oder sogar praktisch Null; 
also bestehen groBe Unterschiede zwischen nah verwandten Arten. 
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Im iibrigen weisen die gelben Teile der panaschierten Blatter einen 
aihnlichen Verlauf ihrer Fermentaktivitét auf wie die griinen Blatter, 
jedoch mit einem bemerkenswerten Unterschied: sie erreichen das 
Maximum der Oxydationsleistung viel spiter und zeigen ein allmahliches 
Absinken. Es bleibt zu untersuchen, ob hier Beziehungen zur Photo- 
synthese bestehen (Abb. 1). Den richtigen Einblick in diese Verhaltnisse 
































ge 
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N grii Ys 
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S| , a Abb. 1. Jahreslauf der Akti- 
<< Y Y vitit des Blattbreies von 
2 Y Y Acer pseudoplatanus bei der 
= Y Oxydation von Glykolsaure 
> Y zu Glyoxylsiure in Gegen- 
g Z wart von Sauerstoff bei pu 7 
= 507 YA - und Zimmertemperatur. 
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vermittelt also erst eine fortlaufende Kontrolle der Enzymaktivitat 
durch die ganze Vegetationszeit. 

Wir haben noch andere Pflanzen und besondere andere Falle 
chlorophyllarmer oder chlorophyllfreier Blatter herangezogen. Aus 
Tab.6 kann man entnehmen, dais bei Rosen die Laubblatter eine 
schwache, die Kronenblatter der Bliiten und die Friichte praktisch 
keine Aktivitaét der Glykolsiureoxydation zeigen. Fiir Sonnenblumen 
gilt im Prinzip das Gleiche, jedoch sind die Werte fiir Laubblatter sehr 
hoch. Bei Zuckerriiben zeigen griine Teile sektorial panaschierter Blatter 
eine sehr hohe, weiBe Teile eine mittlere Aktivitit. Selbstverstandlich 
ware auch hier zur genaueren Charakterisierung die jahreszeitliche 
¢Intwicklung der chemischen Leistung zu untersuchen. 

Wir haben auch gepriift, ob die Oxydation der Glykolsaure oder 
die Weiterverarbeitung der Glyoxylsiure durch Gegenwart gr6Berer 
Mengen von NH, beeinfluBt wird. Es zeigte sich aber in solchem 
Gewebebrei keine Minderung der Summe Glykol- + Glyoxylsaure 
(Abb. 7, 9). Auch konnte keine Minderung des Nitrates (Tab. 7, 8, 9) 
und papierchromatographisch keine besondere Anhaufung von Glycin 
festgestellt werden. Das gilt auch, wenn der Ansatz ein py 5,7 statt 7 
aufweist (Tab. 9). 
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Es konnte in keinem Fall, in dem eine Bilanzrechnung mdéglich war, 
selbst nicht bei starker Oxydation der Glykolséure, eine wesentliche 
Weiterverarbeitung der gebildeten Glyoxylsiure mit Sicherheit fest- 
gestellt werden. Bei einem Schwund an Glyoxylséure mu man zuerst 
immer an eine bakterielle Infektion denken. Reine Glyoxylsiure zu 
Blattbrei gegeben, wird nur sehr langsam umgesetzt. Eine solche Weiter- 
verwandlung der Glyoxylsiure ]aéBt sich insofern nur schwer fassen, 
als zweifellos‘mit der Bildung der Glyoxylsiure aus Glykolsiure gleich- 
zeitig Vorgainge im Blattbrei ablaufen, die zur Vermehrung der Gesamt- 
fraktion Glyoxylsiure fiihren kénnen (Tab.7, 8). In der Kontrolle, 
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Abb. 2. Oxydation der Glykolséure durch Primarblattbrei 50 Tage alter Keim- 
linge von Acer platanoides mit und ohne O,, mit und ohne KNOs3. 


also ohne Glykolsaéure, wie auch bei vélliger Abwesenheit von O,, findet 
dieser Vorgang nicht statt. Es wire moéglich, daB diese noch nicht ge- 
klarte Erscheinung Beziehung zur Beobachtung von Kolesnikov hat, 
nach der der O,-Verbrauch bei der Oxydation der Glykolsaure den theo- 
retischen Wert weit iibersteigt. Es miissen also noch andere Reaktionen 
angeregt werden. 

Immer wird die Oxydation der Glykolsdiure durch Sauerstoff 
entscheidend geférdert. Wird iiber den Gewebebrei eine N,-Atmosphare 
gebracht, so ist die Oxydation geringer oder Null (Abb. 2). Warum ist 
sie nicht immer Null? Wir haben gepriift, ob Wasserstoffacceptoren wie 
Nitrat an die Stelle des Sauerstoffes treten kénnen. Das ist bei unseren 
Versuchspflanzen nicht der Fall (Tab.7, 8, 9; Abb. 2), womit auch 
eine generelle Bedeutung der Glykolsiure fiir die Nitratassimilation 
in Frage gestellt ist. So miissen die gelegentlich doch recht beachtlichen 
Werte von in N, neu gebildeter Glyoxylsiure eine andere Deutung fin- 
den. Es lag nahe zu vermuten, da die an sich geringe Beimengung von 
O, (1—2%,) im Bomben-Stickstoff eine erhebliche Rolle spielen kénnte. 
In der Tat zeigte der Versuch mit véllig sauerstoffreiem N,, daB Glykol- 
siure bei vélliger Abwesenheit von Sauerstoff nicht zu Glyoxylsdure 
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oxydiert wird (Tab. 8, 9) und daB ein anderer im Gewebebrei vorhan- 
dener H,-Acceptor nicht an die Stelle des Sauerstoffs treten kann. 

Die mangelnde Reduktionswirkung des Systems .Glyoxylsdure 
auf Nitrat zeigte sich auch bei anderem py (z. B. Tab. 9). 

In keinem Falle konnte im Gewebebrei auf Kosten von Glykol- 
siure oder Glyoxylsiure eine sichere Vermehrung des Gesamt-Allan- 
toins beobachtet werden, wobei auch die Gegenwart von NHsg, Nitrat 
oder Harnstoff, nichts andert. Sehr geringe, deshalb unsichere Zunahmen 
von Allantoin finden sich bei jungen Keimlingen namentlich in Gegen- 
wart von Asparagin (Tab. 1). Wir haben gepriift, ob die Anwesenheit 
von Chloroform-Toluol vielleicht die Allantoinsynthese hindern kénnte, 
vermochten aber in kurzfristigen Versuchen ohne Gegenwart solcher 
oberflachenaktiver Narkotika ebenfalls keinerlei Synthese von Allantoin 
im Gewebebrei zu erzielen (Tab. 10). 

Andererseits wurde hiaufig eine Verschiebung des Verhiltnisses 
von Allantoinséure: Allantoin zugunsten des letzteren festgestellt (z. B. 
Tab. 2 und 3). In vielen Versuchen zeigen die Sofortanalysen jener An- 
sitze, die Glykolsiure enthalten, héhere Glyoxylwerte als die glykol- 


Tab. 10. Acer pseudoplatanus 


Gewebebrei gelber Teile panaschierter Blatter (27. 8.53). Beide Ansitze mit 
Glykolséure, Luft, pu 7 (alle Werte in mg/100 ml Ansatz = 16 g Blattmasse). 

















sofort ]]h 
x ty xo ty 
E} ° Pa) . 4 ° xo 
>» 2 be €2| 2 Bb BE Ex 
o 6 SG 2 rc) 6 SS 4 
1. ohne Chloroform-Toluol 277 +1,3 278 19,8 | 222 53 275 15,6 
2. mit Chloroform-Toluol 278 1,1 279 19,3 | 223 55 278 16,6 


siurefreien Kontrollen (z. B. Tab. 8). Das hangt sicherlich damit zu- 
sammen, daB die Glykolsiureoxydation sehr rasch anléuft und da8 die 
kurze Zeit zwischen Versuchsvorbereitung und Analyse geniigt, um 
bemerkenswerte Mengen von Glyoxylsiure entstehen zu lassen. 

Auf Grund dieser Ergebnisse darf gesagt werden, daB die weit ver- 
breitete Glykolyco-Dehydrase, die Glykolsiure zu Glyoxylsiure oxy- 
diert, nicht jene einfache bisher in der Literatur aufgezeigte Abhan- 
gigkeit der Aktivitét vom Charakter der Organe héherer Pflanzen auf- 
weist. Wohl zeigen Wurzeln keinerlei Aktivitait selbst bei Belichtung 
(also im Gegensatz zu den Kartoffelknollen, die am Licht auch er- 
griinen!‘), aber auch griine Blatter kénnen ihre Aktivitaét im Zuge ihrer 
natiirlichen Entwicklung vollig verlieren. Andererseits kénnen chloro- 
phyllarme oder -freie Blitter und Blatteile hohe Aktivitaét auBern. 
In keinem Falle konnte eine einfache Beziehung zwischen dem Glykol- 
siure-Glyoxylsiuresystem zur Allantoinsynthese gefunden werden, 
denn die Hauptorte der Allantoinsynthese, die durch Versuche mit iso- 


4 N. E. Tolbert u. R. H. Burris, J. biol. Chemistry 186, 791 [1950]. 
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lierten Organen nachgewiesen werden konnten (z. B. Wurzeln), besaBen 
keine Fahigkeit, Glyoxylsiure aus Glykolsdiure zu bilden. 

Das besagt natiirlich nicht, daB Glyoxylsdiure nicht Baustein des 
Allantoins sein kann; denn es gibt noch andere Moglichkeiten der 
Glyoxylsiurebildung und der Glyoxylsiureversorgung (z.B. Zulei- 
tung zu den Wurzeln aus den Blattern). Auch kann nicht immer aus 
Versuchen an Gewebebrei auf die Verhaltnisse im intakten Organ ge- 
schlossen werden. 


Wir danken Herrn Unverricht fiir seine Hilfe bei den Analysen. 


Uber die Bildung von Hamiglobin 
durch acylierte Phenylhydroxylamine 
Von 
Wolfgang Heubner, Bozkourt Wahler und Clara Ziegler 
Aus dem Pharmakologischen Institut der Freien Universitat Berlin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. September 1953) 
Herrn Proj. Karl Thomas zum 70. Geburtstag gewidmet 


Wie Jung! an Katzen ermittelt und Kiese und Soetbeer? sowie 
Kiese, Reinwein und Waller unter Anwendung verbesserter Metho- 
dik sorgfaltig studiert haben, bewirken Phenylhydroxylamin und Nitro- 
sobenzol in gleichem Ausma8B die Bildung von Hamiglobin (Methimo- 
globin), und zwar erheblich tiber das stéchiometrische Verhaltnis hinaus. 
Kiese vertritt daher die Meinung, daB bei der katalytischen Umwand- 
lung gréBerer Mengen von Blutfarbstoff durch stéchiometrisch weit ge- 
ringere Mengen dieser aromatischen Stickstoffverbindungen (bei Sauer- 
stoffgegenwart) ein vielfacher Wechsel zwischen den Oxydationsstufen 
Nitrosobenzol und Phenylhydroxylamin im Spiele sei. Die Argumen- 
tation zugunsten dieser Annahme ist nicht vollig tiberzeugend, da ja 
eine einmalige Reduktion des Nitrosobenzols ausreicht, um weiterhin 
ein vielfaches Wechselspiel zwischen Phenylhydroxylamin und der 
niedrigeren Oxydationstufe des Radikals C,H;-NHO in Gang zu setzen, 
die nach einer von Heubner® friiher geiuBerten Meinung doch wohl 
im Spiele sein kénnte. 

Deshalb schien es erwiinscht, die Frage zu priifen, ob solche Ver- 
bindungen, bei denen eine Oxydation bis zur Nitrosostufe entfallt, eben- 


1 ¥F. Jung, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 195, 
208 [1940]. 

2M. Kiese u. M. Soetbeer, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 210, 305; M. Kiese, D. Reinwein u. H.-D. Waller, ibid. 210, 393 
[1950], u. a. a. O. 

3 W. Heubner, Ergebn. Physiol., biol. Chem. exp. Pharmakol. 48, 44/45 
[1940]. 
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falls zu einer tiber das stéchiometrische Verhaltnis hinausgehenden, also 
mehr oder weniger ,,katalytischen* Bildung von Hamiglobin imstande 
waren. Dazu schienen solche Phenylhydroxylamine geeignet, in denen 


das Wasserstoffatom durch Saurereste ersetzt ist, natiirlich unter der 


Voraussetzung, daB nicht vor Einwirkung auf den Blutfarbstoff eine 
Spaltung unter Riickbildung von freiem Phenylhydroxylamin erfolgt. 
Somit waren zwei Fragen experimentell zu priifen: 

1. Tritt eine ,,katalytische’ Oxydation Hamoglobin ~ Hamiglobin 
durch die acylierten Derivate ein ? 

2. In welchem Umfange werden unter den Temperatur-, Zeit- und 
Milieubedingungen dieser Reaktion die acylierten Derivate gespalten ’ 


Die erste dieser Fragen war leicht positiv zu beantworten. 


Bei der Beschaffung reiner Proben von Phenyl- oder Tolylhydroxylamin 
sowie ihrer Acetylderivate war uns Herr Dr. Nahme im organisch-chemischen 
Institut der Freien Universitat (Direktor: Prof. Dr. Lautsch) vielfach behilflich, 
wofiir wir auch hier unserem besten Dank Ausdruck geben. Verschiedene Proben 
dieser Stoffe sowie Butyryl- und Benzoyl-phenylhydroxylamin stellten wir selbst 
her; ihre Reinheit wurde, wie iiblich, durch Schmelzpunktbestimmungen kon- 
trolliert. 

Die Bestimmung des Hamiglobins erfolgte stets spektrophotometrisch als 
Differenz von Hamiglobin und Cyan-hamiglobin im roten Felde nach Havemann, 
Jung und vy. Issekutz‘ im Weka-Kolorimeter oder bei 6300 A, zuweilen auch im 
ultraroten Gebiet, mit Hilfe des Spektralphotometers von Beckman. 


Auf den Abb. 1—3 sowie Tab. 1 finden sich einige unserer Ergeb- 
nisse an gewaschenen menschlichen Blutkérperchen. Alle Zahlen fiir 
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Abb. 1. Gewaschene menschliche Erythrocyten mit anfangs etwa 2,15 mVa 

Hamoglobin (Hb!) im Liter Suspension. Hiamiglobinbildung (HbIII) nach Zu- 

satz von Phenylhydroxylamin (links: A, B,C) und Acetyl-phenylhydroxylamin 

(rechts: D, E, F). A und D: 0,5; B und E: 0,5-10-'; C und F: 0,5:10-2 mMol/l — 
m. V. = molares Verhiltnis. 


‘ R. Havemann, F. Jung u. B. v. Issekutz, Biochem. Z. 801, 116 [1939]. 
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Abb. 2. Wie Abb. 1, jedoch anfangs 8,9 mVal Hamoglobin je J. Acetyl-pheny]- 
hydroxylamin (links: D, E, F); Benzoyl-phenylhydroxylamin (rechts: G, H, J). 
D und G:1;C und H: 10-1; F und J: 107-2 mMol/I. 
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Abb. 3. Wie Abb. 1, jedoch anfangs 5,6 mVal HbII/l; iiberall gleiches Blut am 

gleichen Tage. Acetyl-phenylhydroxylamin (links: D, E); Benzoyl-phenylhydroxyl- 

amin (links: G); Butyryl-phenylhydroxylamin (rechts: K, L). — D, G und K: 1; 
E und L: 10-1 mMol/I. 


Hamoglobin, Haimiglobin und die Phenylhydroxylamine sind einheit- 
lich in Millival (mVal) oder Millimol (mMol) je Liter fiir die zur Reak- 
tion gebrachten Endkonzentrationen angegeben. So laBt sich leicht das 
molare Verhiltnis (m.V.) berechnen, das also Aquivalente gebildeten 
Hamiglobins, bezogen auf die angewandten Mole des Blutgiftes, aus- 
driickt. Die Hamoglobinkonzentration war in jedem Versuch (nach Be- 
handeln mit Ferricyanid als Haimiglobin) besonders bestimmt worden; 
wo etwa in den angewandten Blutkérperchen schon ein Teil des Blut- 
farbstoffes in Haimiglobin verwandelt war, ist dies bei den gegebenen 
Zahlen abgezogen worden. 
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Tab. 1. Vergleich von Phenyl-, Acetylphenyl- und Benzoyl-phenylhydroxylamin 
am gleichen Blut und gleichen Tage, stets in der Endkonzentration von 10~-* Mol 
je Liter. Anfangs iiberall 6,5 mVal Hb! je Liter. Parallelversuch mit intakten 
und hamolysierten menschlichen Erythrocyten. 
Die Zahlen bedeuten neugebildetes HbIII in mVal; der zehnfache Wert 
dieser Zahlen entspricht den m. V. 




















A B 
intakte hamolysierte Erythrocyten 
nach 
* Acetyl- Benzoyl- Acetyl- Benzoyl- 
min >*henyl- ) J *henyl- N 
Phenyt | phenyl- pheny!l- sane da phenyl- phenyl- 
hydroxylamin hydroxylamin 
10 1,8 0,15 0,05 1,5 0,2 0,1 
30 2,7 0,45 0,05 2,9 0,55 0,15 
180 5,75 | — 2,65 0,4 5,9 2,9 0,4 

















Bei der katalytischen Natur der untersuchten Reaktionen ist es 
selbstverstandlich, dafS das m. V.— in gewissen Grenzen—um so 
groBer ausfallt, je kleiner die angewandte Menge des Blutgiftes ist. 

Die wiedergegebenen Befunde zeigen deutlich, daB Acetylphenyl- 
hydroxylamin zwar in geringerem Ausmaf als Phenylhydroxylamin, aber 
doch weit iiber das stéchiometrische Verhaltnis hinaus Hamiglobin zu 
bilden vermag. Beim Benzoylderivat kann man im Zweifel bleiben, ob 
dies ebenfalls zutrifft (Abb. 2 u. 3) Dagegen ist Butyryl-phenylhydroxyl- 
amin zwar wiederum schwicher als die Acetylverbindung, aber ganz 
sicher ebenfalls iiber das stéchiometrische Verhaltnis hinaus wirksam 
(Abb. 3). 

Der Unterschied in der GréBe des Umsatzes von Blutfarbstoff 
zwischen Acetyl- und Butyryl-phenylhydroxylamin trat bei Kaninchen- 
blut eher noch starker hervor, als beim Menschenblut, war aber kaum 
noch bemerkbar bei Katzenblut®. 

Bei der Priifung an lebenden Katzen — stets durch subcutane Injek- 
tion in etwa 10 ccm waBriger Lésung — (Abb. 4 u. 5) ergab sich fir 
das Acetylderivat im Durchschnitt nach etwa der doppelten molaren 
Dosis und auBerdem der dreifachen Zeit ein gleich groBer Maximalwert 
des Hamiglobins wie fir Phenylhydroxylamin. Von p-Tolylhydroxyl- 
amin wurde, wie schon frither durch Schlimme® bestimmt worden war, 
fiir gleiche Effekte etwa 11/, bis 11/, der molaren Dosis gebraucht wie 
vom Phenylhydroxylamin, von seinem Acetylderivat aber etwa das 
61/,-fache des Acetylphenylhydroxylamins mit ebenfalls auf das 3-fache 
verlingerter Zeit bis zum Maximum. Somit wird die Wirkung auf den 
Blutfarbstoff durch die Acetylierung beim Phenylhydroxylamin etwa 
auf die Halfte, beim Tolylhydroxylamin aber auf ein Zehntel abge- 
schwicht, bemerkenswerterweise bei gleicher Verzogerung des Wir- 


5 Belege dafiir und weitere Einzelheiten finden sich in der Dissertation 
(math.-nat.) von Clara Ziegler (Freie Universitat Berlin, 1953). 

6 Hildegard Schlimme, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Phar- 
makol. 202, 60 [1943]. 
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kungsmaximums. Das Tempo der Reaktion bei den Grundstoffen Phenyl- 
und Tolylhydroxylamin ist ebenfalls identisch, wie auch bereits 
Schlimme ermittelte. Die gleichlange Verzégerung bei beiden Acetyl- 
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Abb. 4. Versuche an lebenden Katzen. Subcutane Injektion im Zeitpunkt 0. 

Abszisse bedeutet Zeit in sec, jeder Teilstrich = 1000 sec, d. h. 16,7 min, 4 Teil- 

striche = 1 h und 6,7 min. Ordinate bedeutet Himiglobingehalt des Blutes in mVal 

(zu 16,8 g) je Liter. Gestrichelt: nach Phenylhydroxylamin 0,5; 1,0; 1,5 und 2,5 mg 

je kg Katze; ausgezogen: nach Acetyl-phenylhydroxylamin 0,2; 0,5; 1,0; 2 und 
4 mg je kg. 




















Je 1000 sec ——— 


Abb. 5. Bezeichnung wie Abb. 4, jedoch Tolyl-Derivate. Gestrichelt: p-Tolyl- 
hydroxylamin 0,5 und 1,0; ausgezogen: Acetylderivat 2; 4; 8 und 16 mg jekg Katze. 


derivaten kénnte bedingt sein durch geringere Umsetzungsgeschwindig- 
keit der Derivate oder durch ihre allmahliche Spaltung in die Grund- 
stoffe vor der Umsetzung. Fir gleichen Effekt muB man fiir diese ein 
molares Verhaltnis von ungeféhr 1,0 : 1,3 ansetzen. Da nun mehr als 
das dreifache der aquivalenten Menge Acetyltolyl- als Acetylphenyl- 
hydroxylamin erforderlich war, miBte gefolgert werden, daB die Tolyl- 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 295 26 
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verbindung fiinfmal langsamer gespalten werden kénne als die Pheny]l- 
verbindung — alles unter der Voraussetzung, daB die ungespaltenen 
Acetylderivate nicht am Umsatz mit Blutfarbstoff beteiligt waren. 

Akzeptiert man jedoch den Gedanken, daB die Acetylderivate ohne 
vorherige Spaltung mit dem Blutfarbstoff in Reaktion treten, so kénnte 
der Dosenunterschied zwischen Phenyl- und Tolylderivat bei gleicher 
Hiamiglobinbildung dahin gedeutet werden, daB das gréBere Molekiil 
hier eben nicht nur eine (etwa) 1,3-, sondern 3,3-mal geringere Um- 
setzungsgeschwindigkeit aufbringt als das um einen Methylrest kleinere 
Molekiil. 

Die Priifung der Acetylderivate auf Spaltbarkeit sollte unter Ver- 
wendung der im Blut vorkommenden Fermentsysteme erfolgen; diese 
Priifung steht jedoch noch aus. Jedoch wurde die Hydrolyse durch 
Saéure und Alkali untersucht. 

Versuchsanordnung: Die Acetylderivate wurden in n/10- bis 2-n.HCl oder 
n-KOH gelést; aus ihnen wie allen iibrigen Lésungsmitteln wurde vorher durch 
langeres Einleiten von Stickstoff der Sauerstoff verjagt; die sauerstofffreien Ge- 
mische wurden in Ampullen aus Jenaer Glas von 10—15 ccm unter Stickstoff 
eingeschmolzen, in denen die Reaktion ablief. Die Hydrolyse wurde bei 20°, 40° 
und 100° verfolgt und zwar auf folgende Weise: nach Abkihlung auf etwa 5° 
wurde jeweils eine Probe geéffnet und durch Titration mit Alkali oder Saure der 
pPu-Wert von .1,1 eingestellt; darauf wurde mit einer nach Clark und Lubs’ 
gepufferten Hisenchloridlésung eine spezifische Farbung erzeugt, deren Intensitit 
im Spektrophotometer von Beckman bei 5550 und 5160 A gemessen wurde. Sie 
riihrt her von der Bildung eines Komplexes, den das Eisen nur mit den unge- 
spaltenen Acylderivaten gibt®. 


Das Ergebnis fiir die Siurehydrolyse bei 100° findet sich in Tab. 2. 
Die beiden Acetylderivate waren also im gleichen Tempo spaltbar; das- 
selbe galt fiir hohere Saiurekonzentrationen wie fiir die alkalische Hy- 
drolyse. 


Tab. 2. Hydrolyse durch 0,1-proz. HCl von millimolaren Lésungen bei 100°. 
Die Zahlen bedeuten Spaltung in °%. 





Acetyl- | Acetyl- | Benzoyl- 
Zeit (sec) phenyl- tolyl- | phenyl- 
hydroxylamin 





250 30 30 -— 
500 49 49 6 
1000 76 76 10 
2000 90 92 18 








Sofern sich keine besondere Spezifitait in der Einwirkung hypo- 
thetischer Spaltungsfermente des Blutes herausstellen sollte, wiirde der 
Befund dafir sprechen, daB die Acetylderivate selbst die Umwandlung 
des Blutfarbstoffes bewirken — und zwar um das mehrfache iiber den 


7 W. M. Clark u. H. A. Lubs, J. Washington Acad. Sci. 6. 483 [1916]. 
8 Genauere Angaben finden sich in der Dissertation (med.) von Bozkourt 
Wahler (Freie Universitat Berlin, 1953/4). 
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stéchiometrischen Effekt hinaus. Daraus wire zu folgern, daB der kata- 
lytische Kreisproze8 sich jeweils auf den Austausch von einem Elek- 
tron beschrankt, die héhere Oxydationsstufe des Redoxsystems also 
unterhalb der des Nitrosobenzols liegt. 


In diesem Zusammenhang wurde auch die Hydrolyse von Benzoyl-phenyl- 
hydroxylamin (Schm. 122°) durch 0,1-n.HCl bei 100° in gleicher Weise wie die der 
Acetylverbindungen gemessen. Sie verlief deutlich langsamer als bei diesen (s. 
Tab. 2). Daraus laBt sich jedoch kein iiberzeugendes Argument zugunsten der 
Annahme ableiten, daB der geringfiigige Effekt des Benzoylhydroxylamins auf den 
Blutfarbstoff daher riihre, daB8 erst Phenylhydroxylamin abgespalten werden 
miuBte. Denn die gegeniiber dem Acetylderivat am Menschenblut deutlich zu- 
riickbleibende Wirkung des Butyryl-phenylhydroxylamins spricht fiir eine Bedeu- 
tung der MolekiilgréBe und -beweglichkeit fiir die katalytische Umsetzung der 
Acylderivate. 


Zusammenfassung 


1. Die Priifung von acylierten Derivaten des Phenylhydroxylamins 
in vitro ergab, daB auch sie eine solche Menge Haimiglobin (Methaimo- 
globin) zu bilden vermégen, daB das stéchiometrische Verhaltnis mehr- 
fach bis vielfach itiberschritten wird. 

2. Der Vergleich von Phenylhydroxylamin, Tolylhydroxylamin und 
ihrer Acetylderivate an Katzen ergab ebenfalls eine Umwandlung tiber 
das st6échiometrische Verhaltnis hinaus. 

3. Die quantitative Abstufung dieses Verhaltnisses lag in der Reihen- 
folge: Phenylhydroxylamin, Tolylhydroxylamin, Acetyl-phenylhydroxyl- 
amin, Acetyl-tolylhydroxylamin. Dabei war der Abstand gleichwir- 
kender Dosen zwischen Grundsubstanz und Acetylderivat bei Tolylhy- 
droxylamin molar etwa 5-mal so groB wie bei Phenylhydroxylamin. 

4, Die Siure- und Alkalihydrolyse spalteten beide Acetylderivate 
annahernd gleich schnell. 

5. Benzoyl-phenylhydroxylamin wurde unter gleichen Bedingungen 
etwa 5-mal langsamer gespalten. 

6. Aus den Befunden wird geschlossen, daB bei der Einwirkung auf 
den Blutfarbstoff der katalytische Kreislauf von Phenylhydroxylamin 
nicht bis zum Nitrosobenzol, sondern nur bis zu einer niedrigeren Oxyda- 
tionsstufe verlauft. 
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Uber 5-Oxy-kynurenin, seine Synthese und physiologische Bedeutung 
Von 
Adolf Butenandt, Gerhard Schulz und Gisela Hanser 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie und dem Physiologisch-chemischen Institut, Tiibingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. September 1953) 


Karl Thomas zum 70. Geburtstag gewidmet 


Man weiB seit 1940, daB die Insektenpigmente der Ommochrom- 
gruppe in vivo aus Tryptophan iiber Kynurenin (I) entstehen! und 
daB am Ubergang des Kynurenins in die Ommochrome Oxydations- 
vorgainge beteiligt sind?. Durch die Entdeckung des 3-Oxy-kynu- 
renins (II) als cn+-genabhingiges Chromogen* wurde ein erstes 
Zwischenprodukt der oxydativen Abwandlung des Kynurenins zu den 
Ommochromen entdeckt, das sich zugleich als Mutter-Substanz der 
Xanthurenséure und des Nicotinamids erwies. 

Durch Untersuchungen der letzten Jahre ist es wahrscheinlich 
geworden, da die Ommochrome aus 3-Oxy-kynurenin durch weitere 
Oxydationsvorginge entstehen, die tiber die o-Imino-chinon-Stufe (IIT) 
dieses o-Amino-phenols fiihren*. Da jedoch die aus Kynurenin ge- 
bildeten Ommochrome nicht einheitlicher Natur sind> und somit Ver- 
zweigungen in der Reaktionskette der Ommochrom-Synthese nach der 
Entstehung des Kynurenins vorliegen miissen, hat die Frage Bedeutung 
erlangt, ob neben 3-Oxy-kynurenin noch andere faBbare Oxydations- 
produkte des Kynurenins von ahnlichem Typus im Zellstoffwechsel als 
Chromogene auftreten. 

Unter diesem Gesichtspunkt wurde bereits vor einiger Zeit das 
3.4-Dioxy-kynurenin synthetisiert und gezeigt, daB es offenbar kein 
normales Zwischenprodukt des Tryptophan-Stoffwechsels und der 
Ommochrom-Synthese darstellt®. In der vorliegenden Mitteilung be- 
schreiben wir die Synthese des 5-Oxy-kynurenins (IV) und seine 
physiologische Charakterisierung. Wir haben dieser Verbindung seit 
einigen Jahren unsere Aufmerksamkeit gewidmet’, da die Einfiithrung 
einer aromatischen Hydroxylgruppe in die p-Stellung der Aminogruppe 


1 A. Butenandt, W. Weidel u. E. Becker, Naturwiss. 28, 63, 447 [1940]; 
A. Butenandt, W. Weidel, R. Weichert u. W.v. Derjugin, diese Z. 279, 
27 [1943]. 

2 R. Danneel, Biol. Zbl. 61, 388 [1941]. 

3 A. Butenandt, W. Weidel u. H. SchloBberger, Z. Naturforsch. 4b, 
242 [1949]. 

4 A. Butenandt, Uber die chem. Natur der Ommochrome, vorgetragen 
am 1]. 5.53 in Marburg; Angew. Chem. (in Vorbereitung). 

5 Vgl. die Betrachtung dieser ,,chemischen Polyphanie“ bei A. Butenandt, 
Naturwiss. 40, 96—97 [1953]. 

6 A. Butenandt u. H.SchloBberger, Chem. Ber. 85, 565 [1952]. 

7 Frau A. Hillmann-Elies und den Herren H. SchloBberger und 
A. Schwenk sei fiir orientierende Versuche zur Synthese des 5-Oxy-kynurenins 
gedankt. 
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des Kynurenins in vivo ebenso méglich scheint’* wie die nachgewiesene 
Oxydation in der o-Stellung, und weil das 5-Oxy-kynurenin ebenfalls 
zur Bildung eines Imino-chinons (V) als Zwischenstufe einer Pigment- 
synthese fahig ist. Das folgende Schema verdeutlicht die arbeits- 
hypothetische Uberlegung: 


x £0-CH:CH-CO,H |. CO-CH,-CH-CO,H 


ate Hs | i J — Ommo- 
[ VNNH, =). _. |  \NH _ chrome I 
_/0-CH, CH CO, OH II 0 Il 
SNH, ah \ OCH yCHCO,H [O. . COCK, CHCOM] 
L as VNNH, NH, 7 W\NH NH, chrome IT 


IV V 


Die Synthese des d,/-5-Oxy-kynurenins (IV) 
gelang durch Kondensation von 2-Nitro-5-benzyloxy-phenacyl- 
bromid (XI) mit dem Natriumsalz des Formamino-malonesters in 
absol. Alkohol nach dem Prinzip der Sérensenschen Aminosaure- 
Synthese®: 
HO. , £O,H C,Hs-CH,O. , CO,CH,C,H; CHs-CH,-O. , CO,H 
Y ] | | 


> > 


| | | 
WY NNO, V\NO, VNNO, 
VI VII VIII 
‘sHs CH, O. A Oc CoHs-CH,O. , CO-CHN, C.H5-CH2-O. ,. LO-CH, Br 
VYNNO, = \NO, VNNO, 
Ix B.4 D. 
00H; 
iin a deities Otro = HO \ A /©0-CH2 CH-CO,H 
“NO, NO, 
XII XIII 


HO... CO-CH,-CH-CO,H 
NH, 


— 


VN\NH, 
IV 


Das Dibenzyl-Derivat (VII) der bekannten 2-Nitro-5-oxy- 
benzoeséure (VI) wurde aus dem Di-kaliumsalz der Saéure durch 
Umsetzung mit Benzylchlorid erhalten. Durch Verseifung mit methanoli- 
scher Kalilauge wurde daraus der Benzylaither VIII dargestellt. Das 


- 18Vergl. Y. Kotake u. Y. Shirai, diese Z. 295, 160 [1953]. 
8 §.P. L. Sérensen, diese Z. 44, 448 [1905]. 
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Saurechlorid IX wurde nach Arndt-Eistert® mit Diazomethan in 
das Diazoketon X ibergefiihrt und dieses mit Bromwasserstoff in 
Eisessig zu dem Phenacylbromid XI zersetzt. Formamino-malon- 
ester ist nach der Vorschrift von H. Hellmann?® leicht zugianglich. 
Aus dem als harzige braune Masse anfallenden Kondensationsprodukt 
wird der 2-Nitro- 5 -benzyloxy-phenacyl-formamino-malon- 
ester (XII) durch Chromatographie an Aluminiumoxyd isoliert; er 
kann mit Schwefelsiure und Eisessig verseift, zum 2-Nitro-5-oxy- 
phenacylglycin (XIII) decarboxyliert und in letzter Stufe durch 
katalytische Reduktion der Nitrogruppe in die 2-Amino-5-oxy- 
phenacyl-ax-aminoessigsiure, das d,/-5-Oxy-kynurenin (IV), 
iibergefiihrt werden. Die Synthese verliuft in einer Gesamtausbeute 
von 1,4°%, bezogen auf das Ausgangsmaterial m-Kresol, aus dem die 
Oxynitrobenzoesiure hergestellt wird. 

d,l-5-Oxy-kynurenin kristallisiert in kleinen, hellgelben Rhomben 
vom Zersp. 180—183°. Die Ninhydrin-Reaktion ist violett, mit Eisen- 
(III)-chlorid gibt es eine braunrote Firbung. Der Farbnachweis mit 
p-Dimethylamino-benzaldehyd und Wasserstoffperoxyd™ ist wie beim 
3-Oxy-kynurenin negativ. In alkalischer Losung ist die Aminosiure 
unbestiandig und zerfallt auch in neutralem und schwach saurem Bereich 
sehr bald unter Abscheidung von braunen Flocken. Versuche, das 
Redoxpotential -durch elektrometrische Titration zu ermitteln, verliefen 
wegen der Unbestindigkeit der Substanz unbefriedigend. Exakte 
Messungen waren nur im sauren Bereich méglich. Durch Extrapolation 
aus diesen Werten ergab sich das Redoxpotential zu +70 mV. Die 
UV-Spektren wurden in Siure, Wasser und Lauge gemessen und zeigen 
in dieser Reihenfolge eine Rotverschiebung. Im alkalischen Bereich 
verschwindet das bei 260 mu vorliegende Absorptions-Maximum. Die 
Léslichkeit in Wasser wurde durch UV-Absorptionsmessung bestimmt 
zu 0,29 mg/ccem. 


Untersuchung der physiologischen Wirksamkeit 
des d,l-5-Oxy-kynurenins 
I. Ommochrombildungsteste 


Die groBe Unbestandigkeit der Substanz in Lésung sowie ihre 
geringe Léoslichkeit erforderten verschiedene Testmethoden. 


Injektionstest (Tab. 1): 0—10 Stdn. alten Puppen von v bw- und cn bw- 
Drosophila wurde die Maximaldosis von 0,5 cmm, 1—4 Tage alten Puppen von 
a-Ephestia die Maximalmenge von 1—3 cmm einer gesittigten 5-Oxy-kynurenin- 
Lésung injiziert. Die Imaginalaugen-Farbe wurde mit dem Ostwald-Farbkérper 
getestet, die Einteilung in Farb- und Helligkeitsklassen erfolgte nach Caspari?*. 
Eine Augenausfarbung konnte nicht festgestellt werden und war von vornherein 
auch nicht wahrscheinlich, da bei Drosophilia nur 0,14 y pro Tier (notwendig sind 


® F. Arndt, B.Eistert u. W. Partale, B. 60, 1364 [1927]. 
10 H. Hellmann, diese Z. 284, 166 [1949]. 

1 §. Otani, N. Nishino u. K. Imai, diese Z. 270, 60 [1941]. 
122 K.Caspari, Arch. Entwicklungsmech. 130, 353 [1933]. 
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0,6 y bis 0,8 y Kynurenin), bei Ephestia nur bis 0,87 y pro Tier (notwendig sind 
1,5 y Kynurenin) injiziert werden konnten. 
Versuche iiber die physiologische Wirksamkeit 
des d,l-5-Oxy-kynurenins 


Tab. 1. Injektionsteste an Puppen von Drosophila melanogaster-Mutanten und 
Ephestia kiihniella-Mutanten. 

















‘ Zahl der Helligkeits- 
Stamm | Menge pro Tier | “"rhi 46 Farbklasse Llacae Mf 43m 
Drosophila cn bw |0,14 y 5-Oxykyn. 4 3 
v bw |0,14y 5-Oxykyn. 7 3—4 

Kontrollen 9 3,5 

(Ringerlsg.) 
Ephestia a 0,29—0,87 y 

5-Oxykyn. 40 4 7,8—8,5 

Kontrollen 46 4,8 8,4—9,5 

(ohne Injekt.) 




















Tab. 2. Implantationsteste an Puppen von Drosophila melanogaster-Mutanten und 
Ephestia kihniella-Mutanten. 




















, Dees Substanz Zahl der | Farbklasse | Helligkeits- 
‘v6 : (etwa 5—20 y) Tiere M klasse M-++-3m 
Drosophiia v bw 5-Oxykyn. 20 farblos 
cn bw 5-Oxykyn. 16 farblos 
cn bw 3-Oxykyn. 3 5—6 
Ephestia a 5-Oxykyn. 33 4,1 8,0—8,8 
Kontrollen 46 4,8 8,4—9,5 
(ohne Implant.) 
Implantationstest (Tab. 2): 0—10 Stdn. alten Puppen von v bw- und 


cn bw- Drosophila und 1—4 Tage alten Puppen von a-Ephestia wurden Kristall- 
splitter (etwa 5—20 y) von 5-Oxy-kynurenin und als Kontrolle solche von 3-Oxy- 
kynurenin ins Abienen implantiert. Die Pigmentbildung in den Augen wurde 
mit dem Ostwald-Farbkérper ausgetestet. Wahrend die Puppen, denen 5-Oxy- 
kynurenin implantiert war, keine Pigmentbildung in den Augen aufwiesen, hatte 
sich bei den 3-Oxykynurenin-implantierten das Augenpigment deutlich vermehrt. 


Tab. 3. Futtertest an Drosophila melanogaster-Mutanten. 














Lésung* Stamm | Zahl der Tiere Augenfarbe 
Wp O-ORyKGN. sk s v bw 34 farblos 
WARS 0) <2 <2 a oar cn bw 23 farblos 
21 schwach rosa 
Cone OL 2: i a v bw 27 farblos 
Kontrollen . . cn bw 30 farblos 
1% 5-Oxykyn. # 05% NaHSO, cn bw 18 schwach rosa 
Kontrollen . cn bw : 20 farblos - 


* Einem auf pj, 6,8 einnins Nahrboden (4,6 ccm) aus Glucose, Nihrhefe und Agar-agar 


werden 0,4 ccm. einer 1-proz. 5-Oxykynurenin-! ésung zugesetzt. Auf den erstarrten Nihrboden 
werden 72 Stdn. alte Larven gesetzt und nach dem Schliipfen die Farbe der Imaginalaugen 
kontrolliert. : 


Futtertest (Tab.3): vbw- und cnbw-Mutante von Drosophila-Larven 
wurden auf einem Nahrboden geziichtet, der 0,19 und 1%, 5-Oxy-kynurenin 
enthielt. Wahrend die v bw-Tiere keine Pigmentzunahme aufwiesen, konnte bei 
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einem Teil der cn bw-Tiere eine geringe Pigmentzunahme in den Augen beobachtet 
werden; da jedoch die Nahrbéden nach wenigen Stunden durch oxydative Zer- 
setzung des 5-Oxy-kynurenins dunkelrot gefarbt waren, ist diese Reaktion nicht 
eindeutig. 

Durch Zusatz von 0,5% Natriumhydrogensulfit zum Testfutter konnte 
5-Oxy-kynurenin haltbar gemacht werden, ohne dabei die Lebensfaihigkeit der 
Larven zu schadigen. Alle an cn bw-Mutanten von Drosophila durchgefiihrten 
Teste mit 1% 5-Oxykynurenin-Zusatz fiihrten unter diesen Bedingungen zu einer 
schwachen Augenpigment-Zunahme, wie sie in gleicher Starke von 0,1°% 3-Oxy- 
kynurenin im Futter hervorgerufen wird. Sowohl der Syntheseweg wie eine sorg- 
faltige papierchromatographische Reinheitspriifung schlieBen eine Verunreinigung 
des verabfolgten 5-Oxy-kynurenins aus; sie miiBte 10°4 betragen. 

Die Testergebnisse zeigen, daf unter dem EinfluB von 5-Oxy- 
kynurenin eine sehr geringe Pigmentzunahme nur in den Augen der 
Drosophila-Mutante cn bw im Futtertest beobachtet wird. Im Injektions- 
und Implantationstest konnte keine Beeinflussung der Pigmentbildung 
beobachtet werden, méglicherweise weil die technisch zu verabreichenden 
Konzentrationen an 5-Oxy-kynurenin nicht ausreichen. Eine sehr 
geringe Pigmentbildung im Futtertest bei vbw kann vielleicht der 
Beobachtung entgehen, da die Augen der Mutante v bw bereits eine 
schwache rosa Farbung aufweisen. 

Die Befunde bediirfen der naheren Klirung; sie gestatten nicht die 
Annahme, daB 5-Oxy-kynurenin an der normalen Ommochrom-Bildung 
beteiligt ist. 


II. Wachstumstest an Neurospora (Tab. 4) 


Die Mutante ATC 10767 von Neurospora crassa, die auf Zusatz 
von Tryptophan, Kynurenin und Nicotinamid zum Nahrmedium eine 
Wachstumssteigerung zeigt, kann — wie zu erwarten — 5-Oxy-kynurenin 
nicht verwerten. 


Tab. 4. Wachstumsteste an Neurospora crassa ATC 10767. 











Wachstumsfaktor Konzentr. | Mycelgewicht 
l-Tryptophan ... . 2 y/eem 8,5 mg 
, 4 y/ecm 11,1 mg 
Nicotinsiure. . ... 0,5 y/ecm 19,8 mg 
2,0 y/ecm 22,9 mg 
d,l-5-Oxy-kynurenin . 10 y/ccm 0,5 mg* 
20 y/ecm 0,7 mg* 


Ansitze: 5ccm Nahrboden + 1ccm Wachstumsfaktor pro Testréhrchen. 
* entspricht dem Leerwert ohne Wachstumsfaktor. 


Ill. Substratversuche mit Kynureninase 

O. Wiss?* isolierte aus Ratten- und Schweineleber ein Enzym, 
das Kynurenin in Alanin und Anthranilsiure spaltet. Diese Kynu- 
reninase hydrolysiert allgemein Benzoyl-alanin-Derivate an der Car- 
bonylgruppe, unabhangig von den Substituenten am Benzolring. In 
Bestiatigung dieser Ansicht wird nach Versuchen von O. Wiss auch 
5-Oxy-kynurenin in 5-Oxy-anthranilsiiure und Alanin gespalten. 


18 QO, Wiss, Z. Naturforsch. 7b, 133 [1952]. 
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Beschreibung der Versuche 


2-Nitro-5-benzyloxy-benzoesaure-benzylester(VII): 2,6g 2-Nitro- 
5-oxy-benzoesaure werden in das rote Dikaliumsalz iibergefiihrt, dieses pulveri- 
siert und unter Feuchtigkeitsausschlu8 mit 13 ccm Benzylchloridam Steigrohr auf 
170—180° erhitzt, bis sich das rote Salz entfarbt hat (etwa 5 Stdn.). Es wird vom 
Kaliumchlorid abfiltriert und das Benzylchlorid i. V. abdestilliert. Das zuriick- 
bleibende rote O1 erstarrt bald, wird mit Ather mehrmals ausgewaschen und aus 
Essigester umkristallisiert. Schmp. 122°. Ausb. 67% d. Theorie. 
C,,;H,, O;N. Ber. C 69,49, H 4,71. Gef. C 69,75, H 4,68. 
2-Nitro-5-benzyloxy-benzoesaure (VIII): 3g des Benzylesters VII 
werden mit 20 ccm 20-proz. methanol. Kalilauge: bei 20—25° in 2,5 Stdn. 
unter Turbinieren verseift. Das als voluminéser Brei entstehende Kaliumsalz wird 
nach beendeter Verseifung durch Zusatz von 80 ccm Wasser gelést, die Spuren 
nicht verseiften Esters abfiltriert, angesiuert und mit Ather extrahiert. Die 
Atherlésung wird mit NaHCO,-Liésung ausgeschiittelt, angesiuert und wieder 
ausgeathert. Aus Chloroform umkristallisiert, schmilzt die Siure VIII bei 144°. 
Ausbeute 95%, d. Th. 
C,,H,,0;N. Ber. C 61,54, H 4,04, N 5,12. Gef. C 60,96, H 3,89, N 5,18. 
2-Nitro-5-benzyloxy-phenacylbromid(XI):2,6g 2-Nitro-5-benzyl- 
oxy-benzoesaure (VIII) werden mit 5 com Thiony|chlorid (iiber Leinél dest.) 
unter vorsichtigem Erwarmen in das Saurechlorid iibergefiihrt; iiberschiissiges 
Thionylchlorid wird im Vakuum entfernt und das délige, schwach gelbe Saure- 
chlorid in absol. Ather aufgenommen. Eine aus 6 g Nitrosomethylharnstoff be- 
reitete atherische Diazomethanlésung laBt man bei —5°C zu der Liésung des 
Saurechlorids vorsichtig zutropfen; nach beendeter Umsetzung wird das gelb-griin 
gefarbte Diazo-acetophenonderivat X abfiltriert, in 10 cem Eisessig sus- 
pendiert und unter Kihlung mit einer 40-proz. Bromwasserstoff/Fisessig- 
lésung versetzt, bis die ausbleibende Stickstoffentwicklung das Ende der Reaktion 
anzeigt. Ein Uberschu8 an Bromwasserstoff ist méglichst zu vermeiden. Das 
Gemisch wird in viel Wasser gegossen, das sofort auskristallisierende 2-Nitro- 
5-benzyloxy-phenacyl-bromid (XI) nach einiger Zeit abgesaugt, mit viel 
Wasser gewaschen und durch Auswaschen mit kaltem Methanol weitgehend 
gereinigt. Die Waschfliissigkeit wird aus Tetrachlorkohlenstoff an Al,O, chromato- 
graphiert und mit CHCI,/CCl, eluiert. Das Bromid XI durchlauft die Saule, bevor 
die ersten farbigen Anteile hindurchgewandert sind. Aus Methanol umkristallisiert, 
erhalt man es in farblosen Nadeln vom Schmp. 88,3°. Ausb. 78%, bezogen auf 
2-Nitro-5-benzyloxy-benzoesaure. 
C,;H,.0,NBr. Ber. N 4,00, Br 22,86. Gef. N 3,88, Br 23,08. 
2-Nitro-5-benzyloxy-phenacyl-formaminomalonester (XII): 0,253 g 
Natrium werden in 25ccm absol. Athanol gelist, 2,25g Formylamino- 
malonester zugesetzt und unter Erwairmen gelést. Hierbei darf keine flockige 
Abscheidung erfolgen. Der so bereiteten Lésung des Natriumsalzes werden 3,500 g 
2-Nitro-5-benzyloxy-phenacyl-bromid (XI) zugesetz+ und unter standigem 
Schiitteln auf dem Wasserbad zum Sieden erhitzt, bis das Bromid in Lésung 
gegangen ist. Nach 6-stdg. Erhitzen auf dem Wasserbad destilliert man den 
Alkohol i. V. ab, nimmt in Chloroform auf, filtriert vom Natriumbromid ab, 
wascht die Chloroform-Lésung mit Wasser und erhalt nach Abdestillieren des 
Lésungsmittels eine zahe dunkelrote Masse als Kondensationsprodukt. Dieses 
wird in wenig absol. Benzol gelést und nach dem Prinzip der Durchlaufchromato- 
graphie an einer Saule mit nicht aktiviertem (!) Al,O, in 12 verschiedenfarbige 
Fraktionen aufgeteilt, von denen einige nach Verdampfen des Lésungsmittels 
nach langerem Aufbewahren im Vakuumexsiccator kristallisieren. Diese Frak- 
tionen werden noch einmal aus Benzol an einer Al,0,-Saule aufgezogen und mit 
Essigester/Aceton eluiert. Jetzt kristallisiert die Substanz bereits beim Abdampfen 
des Lésungsmittels. Sie wird mit Methanol gewaschen und anschlieBend aus 
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gleichem Lésungsmittel durch fraktionierte Kristallisation von einer Begleit- 
substanz (Zersp. 168°, aus Chif./Methanol umkristallisiert) getrennt. Der Ester 
kristallisiert in farblosen Blattchen vom Schmp, 134°. Ausb. 11,794 d. Theorie, 

Cy3H.,0,N2. Ber. C 58,47, H 5,12, N 5,93. Gef. C 58,25, H 4,99, N 5,80. 

2-Nitro-5-oxy-phenacylglycin (XIII): 0,472 g des Esters XII werden 
in 5,885 g (0,06 Mol) konz. Schwefelsaiure, 15com Eisessig und 10ccm Wasser 
zur Verseifung und Decarboxylierung 6 Stdn. auf 90° erhitzt, dann werden mit 
17,352 g (0,055 Mol) Ba(OH),-8H,O die Sulfationen ausgefallt, das BaSO, ab- 
zentrifugiert und die Lésung unter Stickstoff i. V. zur Trockene gebracht. Das 
gelbe, viskose Ol wird so oft mit reinem Aceton behandelt und wieder zur Trockene 
gebracht, bis der Riickstand frei von Essigsiure ist. Man nimmt ihn in 50 ccm 
Wasser auf, erwarmt auf 60°, fallt das restliche Sulfat aus und zentrifugiert ab. 
Die jetzt schwach gelbe Lésung wird mit sehr verd. Schwefelsiure auf py 6 ge- 
bracht und i. V. zur Trockene eingedampft; der fast farblose, kristallisierte Riick- 
stand wird tiber P,O; i. V. getrocknet. Durch Auskochen mit reinstem wasserfreien 
Aceton wird eine farblose Substanz vom Zersp. 174—176° erhalten. Ausb. 85,4% 
d. Theorie. 

5-Oxy-kynurenin (2-Amino-5-oxy-phenacylglycin): 0,224g 2- 
Nitro-5-oxy-phenacylglycin (XIII) werden mit 20 mg vorhydriertem Palla- 
diumschwarz in 20 ccm Wasser bei 20°C hydriert. Wasserstoffaufnahme in 
2,5 Stdn. 67,9 cem (ber. 67,2 ccm). Die gelbe Lésung wird vom Palladium ab- 
filtriert, mit wenig Kohle behandelt und i. V. unter Stickstoff bis zur beginnenden 
Kristallisation eingeengt. Nach Zusatz der doppelten Menge Athanol wird sehr 
schnell stark abgekiihlt und sofort filtriert. Die Ausbeute betragt 89°94 d. Th., 
jedoch gehen beim wiederholten Umkristallisieren aus Wasser tiber Kohle unter 
Zusatz von 8-Oxy-chinolin bis zur analysenreinen Substanz bis zu 60° der Aus- 
beute verloren. - d,l-5-Oxy-kynurenin (IV) kristallisiert mit Kristallwasser, das 
bei 110° abgegeben wird, in kleinen gelben Nidelchen und zersetzt sich bei 180 
bis 183°. 

C,9H,,0,N.. Ber. C 53,50, H 5,35, N 12,50. Gef. C 53,02, H 5,33, N 12,31. 


Zusammenfassung 


d,l-5-Oxy-kynurenin wurde nach dem Prinzip der Aminosiure- 
Synthese nach Sérensen dargestellt. Es ist praktisch unwirksam in 
den Augenpigmentbildungs-Testen an Drosophila und Ephestia und 
vermag Nicotinsiureamid bei Newrospora crassa nicht zu ersetzen. Das 
Enzym Kynureninase spaltet die Verbindung in Alanin und 5-Oxy- 
anthranilsiure. Aus den Ergebnissen der vorliegenden Teste ergeben 
sich keine sicheren Anhaltspunkte dafiir, daB 5-Oxy-kynurenin ein 
normales Zwischenprodukt im Tryptophan-Stoffwechsel und in der 
Ommochrom-Synthese ist. 
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Bd. 295 (1953) EinfluB von Streptomycin und Dihydro-streptomycin 


Einflu8 von Streptomycin und Dihydro-streptomycin 
auf keimende Samen griiner Pflanzen 


Von 
Hans von Euler 
Aus dem Institut fiir organ.-chem. Forschung der Universitaét Stockholm 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. September 1953) 


Herrn Professor K. Thomas zum 70. Geburtstag 


Chlorophyll-Defekte, wie sie in den Keimblattern z. B. von Gerste spontan 
und nach Bestrahlung der Kérner mit Réntgenstrahlen, ferner bei Panachiiren 
sowie bei infektidser Chlorose (in Abutilon striatum) auftreten, wurden im Friihjahr 
1947 durch Behandlung normaler Samen mit Lésungen von Streptomycin er- 
halten!. Unsere auch an Samen von T'riticum vulg., Secale cereale, Phleum pratense, 
Lolium perenne, Raphanus radicicola u. a. gewonnenen Ergebnisse? iiber die Anti- 
Chlorophyll-Wirkung des Streptomycins wurden schon im folgenden Jahr von 
Provasoli, Hutner und Schatz® an der Flagellate Euglena gracilis bestatigt 
und von Hutner und seiner Schule* durch genetisch bemerkenswerte Versuche 
an Flagellaten erweitert. Gleichzeitig mit dem Chlorophyll fanden wir durch 
Streptomycin zunachst an den Keimbliattern von Gerste die Katalase-Wirkung 
und den Gehalt an Carotinoiden erniedrigt®. Letzterer Effekt wurde durch inter- 
essante Versuche von Schopfer und Mitarbb.® bestatigt und beziiglich Carotinoid- 
Bildung wesentlich erweitert. Sie legen den Gedanken an eine Phytol-Hemmung 
nahe (Karrer). Siehe auch die neueren Arbeiten von E. Quagliariello und 
Fr. Cedrangolo. 

Die Anti-Chlorophyll-Wirkung des Streptomycins macht sich um so stiirker 
bemerkbar, je konzentrierter die Lésung dieses Stoffes ist, mit welcher die Samen 
behandelt werden. Bei geeigneter Konzentration des Streptomycins werden die 
griinen Blatter nicht ganz entfarbt; nur die Blattspitze ist griin, der iibrige Teil 
ist weiB. 

Bei Gersten-Mutanten*vom Albina-Typus (dieselben mendeln in rezessive 
weiBe und dominente griine Mutanten, von diesen !/, homozygot griin, ?/, hetero- 
zygot griin), die mit Streptomycin behandelt wurden, reagierten die heterozygot 
griinen Pflanzen auf den Streptomycin-EinfluB wesentlich starker als die chloro- 
phyll-normalen Homozygoten’. 

Dihydro-streptomycin® ergibt eine gleichartige Anti-Chlorophyll-Wirkung 
wie Streptomycin, aber schwacher; man erhalt damit mit Weizen® wie mit Gerste 


1H. v. Euler, Kem. Arb. N. F. II, 9, I [1947]; M. Bracco u. H. v. Euler, 
Kem. Arb. N. F. II 10 [1947]; H. v. Euler, Ark. Kem., Mineralog. Geol., Ser. A 
26, Nr. 6 [1948]. 

2-H. v. Euler, M. Bracco u. L. Heller, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 
227, 16 [1948]. 

3 L. Provasoli, S.H. Hutner u. A. Schatz, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 
69, 279 [1948]. 

4 L. Provasoli, S.H.Hutner u. I. J.Pintner, Cold Spring Harbor 
Sympos. quantitat. Biol. 16, 113 [1951]. 

> H. v. Euler, Festschrift Akad. Wiss. Géttingen, math.-physik. KJ. 1951, 
123; M. Bracco u. H.v. Euler, Experientia [Basel] 4, 431 [1948]. 

6 W.H. Schopfer, E. Grob, G. Besson u. V. Keller, Arch. des Sci. 5, 
fase. 3 [1952]; Soc. Helv. Sci. Nat. Lucerne 1951, 148. 

? Vgl. H.v. Euler, Z. Naturforschg. 5b, 448 [1950]. 

8 Siehe die Monographie von 8. A. Waksman, Streptomycin. The Williams 
and Wilkins Co. Baltimore 1949, S. 69. Verwendet wurde teils ein Praparat der 
chem. Fabriken Kabi, Stockholm, teils Dihydro-streptomycinsulfat von Glaxo 
Laboratories Ltd. (Potency 723 units/mg). Herrn Prof. G. Giacomello besten 
Dank. 
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Keimblatter mit griinem Oberteil. Offenbar verfiigt das behandelte Samenkorn 
nur noch iiber eine fiir den oberen Blatteil ausreichende Menge Chlorophyll bzw. 
dessen Ausgangsmaterial (Porphyrin). 

Verwendet man Erbsen (Lzthyrus) als Testobjekt, so zeigt sich bei g>- 
eigneten Konzentrations-Bedingungen (50mg STRM/10 ml) der Chlorophy!l- 
Defekt in auffallender Weise: Nach Quellung der Erbsen in einer Dihydrostrepto- 
mycin-Lésung (50 mg Dih.STRM/10 ml) tritt eine Verzégerung der Keimung ein 
(etwa um 3 Tage im Vergleich zur Keimung in reinem Wasser). Die itiberwiegende 
Anzahl der jungen Pflanzen ist teilweise entfarbt, und zwar so, daB der Stengel 
und etwa 2/, der Blatter griin sind, wahrend etwa '/, der gestielten Blatter paar- 
weise weiB sind. Verwendet man héhere Konzentrationen von Dih.STRM oder 
STRM zur Quellung, so sind Stengel, Blattstiele und Blatter rein weiB. Die Haupt- 
wurzel ist stark verdickt und tragt keine Wurzelfaiden, die Pflanzchen erreichen 
in 14 Tagen nur etwa 1/, der fiir diese Wachstumsdauer normalen Lange (40 statt 
160 mm). 

Die toxische Wirkung gréBerer STRM-Dosen 1aBt sich am deutlichsten zeigen 
durch den Keimungstest an Kresse®, Gerste oder Weizen, an denen die Klauen- 
stellung der Wurzeln sehr bald und deutlich hervortritt. 

Zur Beurteilung der besprochenen Anti-Chlorophyll-Wirkung sei auch hier 
hervorgehoben, daB es uns bei den Gersten- und Weizen-Versuchen niemals ge- 
lungen ist, fertig gebildetes Chlorophyll durch STRM zum Verschwinden zu bringen 
oder die Chloroplasten zu verindern. Es handelt sich bei diesen Versuchen um die 
Beeinflussung der synthetischen Systeme der Bildung von Chlorophyll und 
seiner Vorstufen (Protoporphyrin u. a.). 

Bracco und Euler" haben die Chlorophyll-Hemmung auf die kurz vorher 
von Cohen?® beobachtete Fallbarkeit von Nucleinsiuren und Nucleoproteiden 
durch STRM zuriickgefiihrt und haben dabei besonders die Chloroplasten beriick- 
sichtigt. Die Fallbarkeitsgrenzen und die Abhangigkeit der entstehenden Kom- 
plexe von Neutralsalzen wurden gleichzeitig naher von Euler und Heller 
studiert. 

Ahnliche Fallungsreaktionen an Nucleinsiuren und Nucleotiden mit Dihydro- 
streptomycin wurden kiirzlich von Giuliano und Stein" in diesem Institut 
beobachtet, eingehend untersucht und erweitert. 

An abgetrennten (etiolierten) weiBen Blattern aus dem Innern eines groBen 
Kohlkopfes (Brassica capitata) konnten Bracco und Euler die Hemmung der 
Ergriinung durch STRM feststellen. 

Wegen der Beziehung der chemischen Hemmung der Chlorophylibildung 
zu den vermutlich iiber Porphyrine verlaufenden mendelnden Chlorophylldefekten 
vom Albina-Typus bei Gerste haben wir eine sehr groBe Zahl von Substanzen 
verschiedener Konstitution im Laufe der letzten 5 Jahre auf ihre Fahigkeit, die 
Chlorophyllbildung in keimendem Samen zu hemmen, untersucht; bisher ohne 
Erfolg. 

Dagegen beobachteten wir é¢ine andere Art von Chlorophyll-Hemmung 
durch Einwirkung eines von Euler und Hasselquist™ dargestellten Hydrazides, 


® Diamant-Friihjahrsweizen von Svalév; vom Vorstand, Herrn Prof. Aker- 
man, freundlichst iiberlassen. 

10 H.v. Euler u. A.-M. Perje, Ark. Kem., Mineralog. Geol., Ser. A 20, 
Nr. 2 [1945]. 

11 M. Bracco u. H.v. Euler, Kem. Arb. N.F. II 10 [1948]. 

122 §. 8. Cohen, J. biol. Chemistry 166, 393 [1946]; 168, 511 [1947]. 

13-H. v. Euler u. L. Heller, Ark. Kem., Mineralog. Geol., Ser. A, 26, Nr. 14 
[1948]. 

14 R. Giuliano, M. L. Stein u. H. v. Euler, Ark. Kem., Mineralog. Geol., 
im Druck. 

1 H.v. Euler u. H. Hasselquist, Ark. Kem., Mineralog. Geol., Ser. B 
15, Nr. 21 [1942]. 
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des Dinicotinyl-acetyl-sulfanilsaure-hydrazides auf griine Gerstenpflanzen 8—10 
Tage nach der Keimung: Die 4'Tage im Dunkeln zwischen Filtrierpapier aus- 
gekeimten Gerstenpflinzchen nahmen bei der Weiterentwicklung in der waBrigen 
Lésung des Hydrazides in 2—3 Tagen eine immer heller werdende Farbe an und 
wurden nach etwa 10 Tagen gelblich weiB. Die Langen-Entwicklung wurde gleich- 
zeitig gehemmt, nach 14 Tagen war die Linge der mit dem Hydrazid behandelten 
Pflanzen nur 4/, derjenigen der normalen griinen Gerstenpflanzen in einem gleich- 
zeitig angestellten Parallelversuch. Wurden die Gerstenkérner in der Hydrazid- 
lésung gequollen und zwischen Filtrierpapier gelegt, so entwickelten nur etwa 
5% aller Korner einen weiBlichen Keimling und iiberhaupt keine Wurzeln, und 
waren nach etwa 5 Tagen tot. 

Ahnliche Chlorophyll-Vergiftungen, die sich also von den mit STRM er- 
zielten wesentlich unterscheiden, sind in letzter Zeit von Hamner und Tukey*® 
sowie von Ready und Mitarbb.!” beschrieben worden. Wir kommen auf diese 
Ergebnisse in einer ausfiihrlicheren Mitteilung zuriick. 








16 C,L. Hamner u. H. B. Tukey, Bot. Gazz. 112, 525 [1951]. 
” PD. Ready u. Mitarbb., Plant Physiol. 27, 210 [1952]. 


2.4.6.-Trinitro-benzoesiure als Fallungsmittel fiir 7-Prolin 
Von 
J. Kapfhammer 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Freiburg i. Br. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. September 1953) 


Karl Thomas zum 70. Geburtstage 


Bisher wurde als spezifisches Fallungsmittel fiir Prolin und Oxyprolin die 
Reineckesaure benutzt!. M. Bergmann? empfahl die Rhodanilsaure, eine Chrom- 
verbindung ahnlich der Reineckesaure, in der statt der 2 NH,-Gruppen 2 C,H,-NH,- 
Gruppen eingebaut sind; aus der Mutterlauge des Prolin-rhodanilates laBt sich nach 
Bergmann das Oxyprolin als Salz der Reineckesiure niederschlagen. Schon seit 
einigen Jahren verwenden wir 2.4.6-Trinitro-benzoesdure zur Fallung des /-Prolins 
und ferner zur Trennung des Prolins vom Oxyprolin. In alkoholischer Lésung geben 
Prolin und Trinitrobenzoesdure ein schwer lésliches Salz; das trinitrobenzoe- 
saure Prolin, die Trinitrobenzoesiure und das Trinitrobenzol lassen sich bequem 
durch ihre verschiedenen Schmelz- bzw. Zersetzungspunkte charakterisieren und 
unterscheiden. 

Prolin-trinitrobenzoat® schwarzt sich im Schmelzréhrchen bei 106° 
(unkorr.) deutlich, bei 170° schmilzt es unter Gasentwicklung. Bei der Unter- 


suchung im Kofler-Gerat zeigt es bei 106° Gasentwicklung unter Schwarzung, 


1 J. Kapfhammer u. R. Eck, diese Z. 170, 294 [1927]. 

2M. Bergmann, J. biol. Chemistry 110, 471 [1935]. 

3 Herr Prof. Criegee-Karlsruhe hat mir das Praparat in seinem Institut 
herstellen lassen; auch an dieser Stelle danke ich ihm dafiir. 
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es schmilzt bei 172°. Reine Trinitrobenzoesiure schmilzt im Kapillarréhrchen 


bei 210°, im Kofler-Gerat zwischen 190 und 195°‘, Fiir Trinitrobenzol liegen die _ 


entsprechenden Werte bei 122° bzw. bei 123°. 


Fallungsversuche 

1. 31 ccm Athanol, das 500 mg Prolin gelést enthielt, wurden mit 15 ccm 
einer Lésung von 1,22 g Trinitrobenzoesiure in Athanol gemischt und 24 Stdn, 
in den Kiihlschrank gestellt. Der entstandene Niederschlag wog nach dem Trocknen 
im Vakuumexsiccator 1,4g. Schmelzpunkt wie oben fiir trinitrobenzoesaures 
Prolin angegeben. Ausb. 1,4g (87,5”,, d. Th.). 

2. In 18 ccm Athanol wurden 288 mg Prolin gelést und 700 mg Trinitrobenzoe- 
sdure, gelést in 9 cem Athanol, zugegeben. Nach 24-stdg. Stehen im Kiihlschrank, 
Absaugen, Trocknen und Wagen des Niederschlags: Ausb. 830 mg (89°, d. Th.). 
Schmp. wie oben. 

Bei der Aufarbeitung von Reineckesalz-Niederschlagen, die aus Gemischen 
von Prolin- und Oxyprolin-Reinecke-Verbindungen bestanden, zeigte sich, daB 
die Trennung des zuletzt zu erwartenden reinen Prolins und Oxyprolins schwierig 
ist, weil das an und fiir sich in absol. Alkohol unlésliche Oxyprolin bei Gegenwart 
des in Alkohol gut léslichen Lésungsgenossen Prolins zu geringen Anteilen in 
Lésung bleibt. Wir haben friiher beschrieben, daB es gelingt, mit Hilfe einer 
alkoholischen Lésung von Cadmiumchlorid, das mit Prolin eine in Alkohol sehr 
schwer lésliche Cadmiumverbindung gibt, zu trennent. Dieses Verfahren haben 
wir bis heute mit Erfolg angewendet. Nun zeigte sich, daB8 bei sehr kleinen in 
Alkohol gelésten Prolinmengen, denen geringe Oxyprolinmengen beigemengt sind, 
die Abtrennung des Oxyprolins besser gelingt, wenn das Prolin durch die Trini- 
trobenzoesiure niedergeschlagen wird. 

3. 144 mg Prolin und 5 mg Oxyprolin wurden in 12 cem Athanol gelést und 
5 cem einer 7,6-proz. athanolischen Trinitrobenzoesiure-Lésung zugegeben; nach 
24-stdg. Aufbewahren im Kiihlschrank, Absaugen und Trocknen des Nieder- 
schlags stimmte der Schmelzpunkt fiir trinitrobenzoesaures Prolin. Ausb. 387 
bzw. 389 mg (83,2 bzw. 83,6°,, d. Th.). 

Die Zerlegung des Prolin-trinitrobenzoates ist einfach. Man zerkocht 
das Salz mit Dioxan etwa 1 Stde. unter RiickfluB, filtriert und wascht den unge- 
lésten Anteil solange mit Dioxan, bis dieses sich auf Zusatz von Natronlauge 
kaum mehr rot farbt, lést den auf dem Filter verbleibenden braunschwarzen 
Riickstand in Wasser, filtriert wieder und entfarbt das Filtrat mit Kohle. Das 
wasserhelle Filtrat bringt man in vacuo zur Trockne: der Riickstand ist krist. 
Prolin. 


4 Fur Trinitrobenzoesiure ist bei R. Kempf u. F. Kutter (Verlag Vieweg 
1928) 210°, bei D’Ans-Lax (Verlag Springer 1949) 228,7°, bei Kofler (Verlag Chemie 
1945) 190—210° angegeben. 
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Uber die Ausscheidung von Jodid und Chlorid bei Hunden 
nach Infusion von Dextran, 0,9-proz. Natriumchlorid- 
und anderen Liésungen gleichen osmotischen Druckes * 

Von 
Oskar Eichler und Ilse Appel 
Aus der Chirurgischen Klinik der Universitit Heidelberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. September 1953) 


Herrn Prof. Thomas zum 70. Geburtstag gewidmet 


In friiheren Versuchen war festgestellt worden!, da8 die Ausschei- 
dung von Rhodanid durch Infusion physiologischer Kochsalzlésung be- 
schleunigt werden kann. Dabei wurde schon darauf hingewiesen, dab 
man das Verfahren beim Menschen nach Rhodan-Intoxikationen an- 
wenden kénnte. Diese Intoxikationen sind deshalb besonders zu fiirchten, 
weil die Ausscheidung normal nur sehr langsam verliuft und die Symp- 
tome deshalb fortschreiten?. Inzwischen ist es Nickerson® gelungen, 
diesen Effekt, der den Verhaltnissen zwischen Bromid und Chlorid analog 
ist, auch beim Menschen nachzuweisen. In diesen Untersuchungen iiber- 
tragen wir dasselbe auf Jodid. 


1. Methodik 


Versuchstiere: 25 Hunde im Gewicht von 8—20kg in Evipan-Natrium- 
Narkose, meistens mit Vorbehandlung von 0,02 g Morphin. Praparation der rechten 
vena und arteria femoralis. In die Blase wurde ein Katheter eingelegt, bei Weibchen 
durch die Harnréhre, bei Mannchen durch Sectio alta. 1, Stde. vor Versuchsbeginn 
wurde begonnen, eine Lésung folgender Zusammensetzung durch eine Biirette in 
eine Vene zu infundieren: 

1 g Kreatinin, 12 ml 20°(, p-Amino-hippursiure (PAH), 0,9°% NaCl ad 100,0. 
Bei Beginn erfolgte ein Einlauf von 0,5 ml/kg auf einmal, dann wurde dieselbe 
Lésung alle 5 Min. (1—2 ml, je nach GréBe des Hundes) bis zum Ende des Ver- 
suches infundiert. Dadurch gelingt es, den Plasmagehalt auf einer zur Analyse 
ausreichenden gleichen Héhe zu halten. Ebenso wurden 0,5 ml/kg m/10-KJ in die 
Vene gegeben, um die Schilddriise zu blockieren und iiberhaupt den Versuchsverlauf 
auch in der Konzentration dem bei Rhodan mehr anzugleichen. 

Nachdem kurz vorher die Blase mit aqua dest. gespiilt worden war, wurde 
zur Zeit 0151NaJ i. v. verabfolgt. Um die Menge méglichst genau zu kennen — wie es 
durch die Abmessung nach der Spritzeneichung nie méglich ist — wurde die Spritze 
vorher und nachher gewogen. Der Standard zur Messung am Zahlrohr wurde aus 
der gleichen Lésung genommen. Die absolute Aktivitét betrug etwa 200—500 
uC/10 kg Hund. 


* Mit Unterstiitzung der Stiftung fiir Krebs- und Scharlachforschung. 

10Q.Eichler u. I. Appel, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 212, 472 [1951]. 

2 0. Eichler, Pharmakologie der anorganischen Anionen, Springer 1950. 

3 Nickerson, zit. nach J.W.Hoobler u. A.S.Dontas, Pharmacol. 
Rev. 5, 163 [1953]. 
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Kreatinin- Bestimmung nach der Pikrinsiuremethode‘ im Spektrophotometer 
von Beckman* bei Wellenlange 525 my (Spaltbreite 0,03 mm). Fir jedes Blut 
wurde eine besondere Eichkurve hergestellt. Das lieB sich mit 3 Punkten bei der 
strengen Linearitat leicht erreichen. Die einzelnen Eichkurven wichen nicht wesent- 
lich voneinander ab. Notwendig ist Arbeit mit Stoppuhr. 

PAH-Bestimmung durch Diazotieren mit Athyl-«-naphthylamin nach der 
Methode Smith und Mitarbeiter’. Ablesung bei 538 mu, Spaltbreite 0,025 mm. 

Chloridbestimmung im Plasma und Urin mit der alten Volhardschen Silber- 
nitratmethode. Die Anwendung von Hg(NO,), nach der Vorschrift von Lang und 
der Modifikation von Kuschinsky und Langecker war besonders im Urin 
nicht méglich, weil das vermehrt anwesende Kreatinin sich sehr stérend bemerkbar 
macht. Es bildet auch Hg-Komplexe. Wir versuchten, vorher feucht zu veraschen 
(offener Carius). Das Kreatinin, besonders bei Anwesenheit von Dextran, das auch 
die Ag-Fallung oder wenigstens ihre Zusammenballung hemmt, bildet aber bei der 
Oxydation bestandige, schwarze Pigmente. Es blieb nur die trockene alkalische 
Veraschung im Muffelofen bei 600° iibrig. Diese Hitze wirkte nur 30—40 Min. ein, 
weil wir die letzten Phasen der Veraschung durch Zugabe von etwas KNO, -Lésung 
abkiirzten. 

Nach 1 und 2 Stdn. wurden Blutproben entnommen und die Auffanggefabe 
fiir Urin gewechselt. Das Blut wurde mit einigen K6érnchen ,,Vetren, das wir 
durch die Firma Promonta erhielten, ungerinnbar gemacht, zentrifugiert, Hamato- 
krit abgelesen und das Plasma zur Analyse abgehebert. 

Nach Ablauf der Vorperiode von 2 Stdn. wurde die Infusion der sorgfaltig 
auf Kérpertemperatur gehaltenen Lésungen, sei es Dextran ** oder die isotonischen 
Lésungen von NaCl, NaBr, NaHCO,, Na,SO, innerhalb von 15 Min. vorgenommen. 
Am Ende dieser Zeit erfolgte wieder Blutentnahme und Wechsel des UringefaBes. 
Die nachsten 4 Perioden hatten eine Lange von je 30 Min., darauf folgten noch 
3 Perioden von je 1 Stde., so daB nach Abschlu8 der Infusion je 5 Stdn. beobachtet 
wurde. In einigen Versuchen wurden bis zu 13 Perioden (bzw. 8 Stdn.) gemessen. 
Zur Errechnung der Filtration wahrend einer Periode wurden Anfangs- und 
SchluBkonzentrationen des Plasmas im Durchschnitt berechnet; das gleiche erfolgte 
bei der Berechnung der PAH-Clearance, d. h. der Durchblutung nach den tiblichen 
Vorstellungen. Nicht die direkten Messungen interessieren hier, sondern die 
abgeleiteten Daten, deren Berechnung allgemein gelaufig ist. 

1. Kreatinin-Clearance = Filtration, 

2. Prozentsatz des im Urin erscheinenden H,0, Cl’, J’ vom Filtrat. 

Bei Infusion von Bromid wurde keine gesonderte Bestimmung von Br’ und Cl’ vor- 
genommen, sondern nur Halogene insgesamt beriicksichtigt und auf Cl’ berechnet. 


2. Die Beziehungen der Ausscheidung von }*'J’ zu der von 
H,0 und Chlorid 
Die Gesamtheit der Resultate bei durchweg gelungenen Versuchen 
zeigt Tab. 1. 


Den einzelnen Versuch charakterisieren wir zuerst durch die durchschnittliche 
Filtration. Dabei werden die 2 Normal-Perioden, ebenso wie die nach der Infusion 
wahllos mitgerechnet, da die Vermehrung sich auf der Grundlage der Norm aufbaut. 
In den beiden letzten Spalten geben wir die Korrelationskoeffizienten zwischen 
der Cl’- und J’- bzw. J’ und H,O-Ausscheidung wieder. 


* Dieses Gerat, die Zentrifuge und das Zahlrohr mit Verstarker verdanken 
wir der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 

** Dextran erhielten wir anfangs von der Pharmacia (Stockholm), spater 
Macrodex der Fa. KnoJ1, Ludwigshafen. 

4 A. Hinsberg und K. Lang, Klinische Chemie, 2. Auflage. 

> Smith u. Mitarbb.. J. clin. invest. 24, 388 [1945]; Amer. J. Physiol. 138, 
276 [1931]. 























auf « 
stan 
weist 
fikar 
Nier 
in de 
belie 


die | 
Dext 
guns' 
He 





953) 


reter 
Blut 
i der 
sent- 


der | 


mm. 
lber- 
und 
Urin 
kbar 
chen 
auch 
i der 
sche 
ein, 
sung 


faBe 
wir 
ato- 


iltig 
shen 
nen. 
Bes. 
10ch 
htet 
sen. 
und 
Igte 
shen 

die 


vor- 
inet. 


Ton 
hen 


iche 
sion 
aut. 
chen 


iken 


ater 


1338, 












Bd. 295 (1953) | Ausscheidung von Jodid und Chlorid bei Hunden 417 











Tab. 1. Ausscheidungsmodus fiir 1°4J’, Cl’ und H,O nach Infusion verschiedener 
isotonischer Lésungen. Bei den Durchschnitten wurden nur die drei ersten Werte 
den dariiberstehenden senkrechten Reihen entnommen. Die weiteren Zahlen 
ergeben sich aus diesen drei ersten Werten. 















































Korrelations- 


°% des Filtrierten im Urin 
koeffizient 


g A Be- Durchschnitte 
4 | handlung , . ne 
1a J cy | H,0 |J/Cv\v’/H,Olorar.o] roys | r,o/3 


93 | Dextran 1,711} 0,228 | 0,857 | 7,50) 1,996) 0,266 | +0,95 | +0,81 

95 | Dextran 1,214) 0,0942) 0,556 |12,88} 2,182) 0,169 | +-0,409 | +-0,163 
97 | Dextran 3,925} 0,150 1,081 | 26,18) 3,63 | 0,139 | +-0,728 | +0,230 
106 | Dextran 19,65 | 0,879 1,654 | 22,32) 11,90 | 0,532 | +-0,805 | +0,597 
107 | Dextran 13,13 0,537 2,499 | 24,42) 5,26 | 0,215 | +0,968 | +0,570 


Verhaltnisse 








109 | NaCl 10,14 | 0,506 | 0,803 | 20,02] 12,63 | 0,630 | +0,942 | +0,679 
105 | NaBr 18,58 | 1,419 | 1,294 |13,10| 14,35 | 1,096 | +0,822 | +0,870 
103 | NaBr 5,704| 0,117 | 0,473 |48,70] 8,30 | 0,248 | +-0,663 | +0,824 
99 {eXatrco, 10,92 | 0,662 | 1,105 |16,50] 9,88 | 0,598 | +0,852 | +0,818 
102 | NaHCO, | 3,950] 0,0572| 1,831 [69,0 | 2,16 | 0,0312| +-0,882 | +0,756 


100 | Na,SO, 2,498] 0,149 | 4,501 |16,76) 0,554] 0,0033] +0,979 | +-0,972 
101 | NaNO, 11,76 | 0,451 1,005 | 26,1 | 11,70 | 0,449 | +-0,867 | +0,794 


Durchschnitte 8,599} 0,437 1,472 |19,68] 5,84 | 0,297 | +0,380 | —0,037 
Streuung +6,122|-+-0,387 |-+1,069 
































Der Korrelationskoeffizient ergibt die Strenge der Verbundenheit 
zwischen 2 Werten wieder. An sich ist nach den Gesetzen der Streuung 
die Zahl von 10—13 Wertepaaren zur Ausrechnung von r gering. Wir 
haben aber insgesamt tiber 120 Wertepaare vor uns, die das gleiche r 
ergeben, so daB der SchluB gerechtfertigt ist, da& die Riickresorption 
von Chlorid und Jodid einfachen Beziehungen folgt. Diese Beziehung 
wird durch keine der angegebenen Varianten bzw. Infusionslésungen ge- 
stort, insbesondere gilt das auch fiir Dextran. Beim Versuch 95 ist r 
deutlich kleiner, ebenso bei Versuch 103. Bei ersterem erfolgte ein Blut- 
verlust und die Urinproduktion war gering, bei letzterem war nur die 
Urinproduktion geringer, der Prozentsatz der Riickresorption von Wasser 
war groBer. 





An die erste Bedingung schlieBen sich 2 Versuche an, die wir nicht 
auf der Tabelle untergebracht haben. Beide Tiere waren in einem Zu- 
stand von Kollaps mit niedrigem Blutdruck, der durch Infusionen zeit- 
weise gesteigert wurde. Hier sank rj/c, sogar auf kleine, nicht signi- 
fikante negative Werte. Ebenso werden wir mit Abweichungen an der 
Nierenschwelle fiir Cl’ zu rechnen haben. Wie die Ausscheidungen sich 
in der zeitlichen Reihenfolge verhalten, zeigen wir auf Abb. 1 an drei 
beliebig herausgegriffenen Versuchen. 

Auch von der Urinmenge hing die Jodausscheidung ab, jedoch war 
die Korrelation vorwiegend schwacher. Das gilt besonders von den 
Dextranversuchen. Die Riickresorption von Chlorid wird dabei be- 
giinstigt, wie wir noch spiter darlegen werden. Die Abhangigkeit der Aus- 

Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 295 27 








418 Oskar Eichler und Ilse Appel, Bd. 295 (1953) 


scheidung von Jodid von der gleichzeitigen Wassergabe wurde schon 
in friiheren Versuchen am Frosch erwiesen®. 

Bei den einzelnen Zahlen der Spalten 3—5 fallt sofort auf, daB die 
Bedingungen von Tier zu Tier wechseln. Trotz der fast vélligen Riick- 
resorption von Chlorid — wie in den Versuchen 100, 102 und 103 -— 
bleibt die Beziehung zwischen beiden Anionen erhalten. Dabei lag die 
Frage nahe, ob die einzelnen Tiere sich weniger durch die Versuchsbe- 
dingungen, als durch eine spezielle physiologische Eigenschaft der Harn- 
kanialchenzellen unterschieden. In der letzten Reihe legen wir die Be- 
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Abb. 1. Ordinate: Das im Urin erscheinende 1!J’ als Prozentsatz des in den Glo- 

meruli Filtrierten. Abszisse: Dasselbe fiir Cl’. In jedem Fall dient als Einheit die 

Streuung der gemessenen Wertegruppe. — — — SO”,, ------ Br’ + NaHCo,, 
: Dextran. 


rechnungen nach der 3. bis 5. Spalte nieder und sehen, daB die Ausschei- 
dungskorrelation der einzelnen Tiere besonders hinsichtlich der Wasser- 
ausscheidung praktisch verschwindet. Die kleine positive Korrelation 
zwischen J’ und Cl’ ist nicht signifikant. 

Die absoluten Werte ergeben, daf Jodid rund 20-mal besser aus- 
geschieden wird als Chlorid. Das ist ein prinzipieller Unterschied gegen- 
iiber Rhodanid! mit seiner gegeniiber Chlorid besseren Riickresorption. 

Wenn man jedoch berechnet, wieviel der Riickresorption unterliegt, 
dann sind das fiir Jodid 92,4°%%, gegeniiber 99,5°% bei Chlorid, d. h. der 
Faktor fiir Jodid betragt 0,927. Der Unterschied des Wanderns ist also 


6 O. Eichler, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 154, 59 
[1930]. 
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thon 9 nicht groB. Hier sind physiko-chemische Eigenschaften als Ursache des 


Unterschieds wenigstens denkbar. 
| die Wir stellen einen Vergleich mit den anderen einwertigen Anionen an, wie wir 
es schon friiher einmal mit Br’ und Cl’ taten’. Dabei gingen wir von der Konstitution 
3 der vollkommien dissoziierten Anionen aus, die sich durch ihre GréBe unterschieden. 
ah Durch die GréBe wird das elektrostatische Feld an der ,,Oberfliche‘ kleiner, die 
die ,,Hydratation geringer, die Entweichungstendenz, d. h. die Tendenz, die waBrige 
sbe- Phase zu verlassen, gréBer. Das gréBere Ion wird also haufiger in der Oberfliche der 
riickresorbierenden Harnkanalchen zu finden sein, dafiir wird das kleinere Cl’ 
rascher durch Poren eindringen und wandern kénnen. Bei Bromid war der erste 
Faktor wichtiger, denn es wird mehr riickresorbiert als das Chlorid. Bei Jodid ist in 
diesen Versuchen der Durchmesser des Ions von gréBerer Bedeutung. In dieselbe 
Richtung fallen Ionen wie NO’;, ClO’s, ClO’,, wihrend das Rhodanid trotz seiner 
GréBe bevorzugt riickresorbiert wird. Durch sein negatives Schwefelatom besitzt 
es die Fahigkeit zu Komplex- und Additionsverbindungen. Uber die Transport- 
phainomene geladener Partikel — z.B. bei der Bildung des Magensaftes, der 
Resorption durch die Froschhaut (Ussing) oder der Nierenriickresorption — 
findet man heute die Meinung vorherrschend, da bei dem Transport durch den 
Raum das positiv geladene Kation das Wichtige ist, dem die Anionen allein durch 
die elektrostatischen Krafte folgen. Nach unseren Befunden ist diese Auffassung 
einseitig. Jedes der Anionen besitzt seine besonderen Eigenschaften, die sich z. Tl. 
aus seinem Durchmesser, z. Tl. wie beim SCN’ aus anderen Konstitutionseigen- 
tiimlichkeiten herleiten. 


3. Die quantitativen Beziehungen bei der Jodausscheidung 


Mit der Darlegung der Korrelationen zwischen einigen Faktoren der 
Ausscheidung ergeben sich noch keine Riickschliisse auf die absoluten 
quantitativen Verhiltnisse. Uber diese erhalt man einen Eindruck aus 
den Daten der Tab. 2. 


Tab. 2. Angaben iiber absolute Ausscheidungswerte und Durchblutung der Niere. 





fi b oy | a Une mg CY | Zur Ausscheidg. von PAH- 
‘ Vorbe- ifs pro m' pro m? 10% 11)’ sind notig: Clearance pro 
o 


handlung}| 131J”| Ober- 0. F. m? wahrend 


die S fliche ml Urin/m?| mg Cl’/m?| der Versuche 


95 | Dextran | 3,23 126 99,3 — aa 96300 
97 | Dextran | 9,62 313 91,6 — ~- 84400 
96 | Dextran | 14,2 135 280,0 98 260 89300 
hei- 98} Dextran | 4,42 156 35,4 — — 69500 
ser- 107 | Dextran | 13,9 288 265 102 208 67800 


‘ion | 109| NaCl 25,2 234 628 102 303 107200 
104 | NaCl 18,7 181 700 107 398 85300 
103 | NaBr 13,8 157 148 99 100 105500 
uS- | 105 | NaBr 35,2 437 1810 145 752 110800 
en- | 100] Na,SO, | 3,8 788 98,2 sab an 48700 
ion. | 101] NaNO, | 42,8 406 710 90 228 96800 
102 | NaHCO,| 4,22] 314 79,1 a ot 73000 


der Da die Versuchsanlage gleich war, haben wir zuerst die Gesamtausscheidung 
ulso | von ™J’, H,O und Cl’ wiedergegeben, danach die Mengen von H,O und Cl’, die 
gleichzeitig mit 10°, des verabfolgten 1*1J’ im Urin erschienen. Wir berechneten 


» 59 ? QO. u. L. Eichler, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
199, 39 [1942]. 
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diese Daten auf 1 m? Oberflache des Hundes nach der bekannten Formel m2OF 
= 0,107 kg?’*, Das gleicht die Unterschiede von Tier zu Tier nach amerikanischen 
Arbeiten, z. B. auch Farah, besser aus als die Berechnung auf kg. Die Infusion 
von Lésungen erfolgte aber nach dem Korpergewicht. Auf m? berechnet, erhic|ten 
die Tiere 470—630 ml infundiert. 

Aus den Werten der Tab. 2 entnehmen wir folgendes: 

1. Die Ausscheidung von Jodid ist nach Dextrangabe geringer ls 
nach 0,9% NaCl. Die Beifiigung des Kolloids hat also eine verstiarkte 
Riickresorption im Gefolge. Wenn man die Zahlen der vorletzten Reihe 
betrachtet, sind bei etwa gleicher ausgeschiedener Flissigkeitsmenge 
ohne Kolloid mehr Cl-Ionen notwendig. Das kénnte auf eine gegeniiber 
J’ verstirkte Riickresorption bezogen werden. Es werden also beide 
Ionen, besonders aber Cl’ verstiirkt riickresorbiert. 

2. NaBr und NaCl ergeben in der geringen Zahl von Versuchen 
keine Differenz. 

3. Die infundierten Anionen, die selbst kein Halogen zur Ausschei- 
dung beisteuern, verhalten sich prinzipiell verschieden. Nach Na, SO, und 
NaHCO, erscheint wenig }*! J’ im Urin, nach Nitrat sehr viel, am meisten 
von allen Versuchen. Fiir diese Unterschiede la8t sich beim Sulfat sofort 
der Grund in der schon bekannten Erfahrung der Sulfatdiurese mit re- 
lativ verstirkter Riickresorption von Cl’ angeben. Diese ist bei Dextran 
ohne Diurese, bei Sulfat mit Diurese zu beobachten. Obwohl vermehrt 
Wasser ausgeschieden wird, bleibt also die Ausscheidung von Cl’ und 
damit von J’ schwach. Da eine gute Korrelation zwischen J’- und Cl’- 
Ausscheidung besteht, sieht man aus diesem Versuch eindeutig, daB das 
Fiihrende das Chlorid darstellt. Das wird auch durch NaHCO, bestiitigt. 

Uber den Wirkungsmechanismus von NaHCO, und NaNO, miissen 
wir noch nach neuen Versuchen weitere Resultate vorlegen. 


4. Der Beitrag der extrazellularen Riume 


Wenn man annimmt (was uns in erster Annaherung trotz Conways Unter- 
suchungen statthaft erscheint), da Anionen nur in einer extrazellularen Phase 
aufzufinden sind, kann man aus der Konzentration eines Anions im Blutplasma 
und der verabfolgten Gesamtmenge (nach Abzug des Ausgeschiedenen) auf das 
Fliissigkeitsvolumen schlieBen, in dem das Anion verteilt ist. Dieses Fliissigkeits- 
volumen entspricht dem extrazellularen Raum und kann als Prozentsatz des 
K6rpergewichts ausgedriickt werden. Wir haben in einer friiheren Arbeit mit 
SCN’ gezeigt, daB diese Raiume nur virtuell aufzufassen sind. 

In den vorliegenden Versuchen verwenden wir }*!J’. Durch vor- 
herige Gabe von inaktivem Jodid wurde die Schilddriise blockiert, so 
daB die Bilanz von dorther nicht gest6rt wurde, wie durch gesonderte 
Analysen der Thyreoidea dargetan werden konnte. 

Das Bindegewebe nimmt SCN’, ebenso J’ stirker auf als Chlorid 
bzw. gibt es schwerer ab. Die Bindung an diese Elemente folgt also 
nicht der elektrischen Ladung, auch nicht dem Potential an der Ober- 
flaiche des Ions, sondern zusitzlich den Oberflichenkraften, die sich in 
der Hofmeisterschen Reihe von Ion zu Ion andern. Auch Jodid, be- 
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nachbart und ahnlich dem Rhodanid, zeigt ein ahnliches Verhalten 
gegeniiber Infusionen, wie wir aus Abb. 2 entnehmen k6nnen. 

Nach einer Infusion von NaBr steigen die extrazellularen Raume, ohne 
wieder den alten Wert zu erreichen. Nachtraglich (bei B) erfolgt eine 
Infusion von NaHCOs. Die virtuellen extrazellularen Raume steigen da- 
nach entsprechend der Verdiinnung an, aber sinken rasch auf den Aus- 
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Abb. 2. Abszisse: Ausgeschiedene mg Cl’/m? Oberflaiche. Pfeile bei A Infusion von 

NaBr bei Kurve I und II, von NaNO, bei Kurve III. Bei B fiir I u. II Infusion von 

NaHCO,. Ordinate fiir Kurven II u. III (links): extrazellulare Raume in °% des 

Kérpergewichts. Fiir Kurve I (rechts) °% ausgeschiedenes 11J’. Der Ablauf von B 
ab erfolgt in 23/, Stdn. 


gangswert ab. Dieses Verhalten 148t sich nicht nur durch Riickdiffusion 
aus den Geweben erkliren. Dazu bedarf es noch anderer Effekte. Es 
ist bekannt, daB bei héherer Aciditaét nicht nur die Erythrocyten — bei 
denen es wegen der Lage des iso-elektrischen Punktes des Himoglobins 
plausibel ist — sondern auch Bindegewebe aus Haut und Sehne ver- 
mehrte Mengen von Chlorid, aber ebenso andere Halogene aufnehmen. 
Das fiihrt dann nach den Untersuchungen von Hastings und Eichel- 
berger® dazu, daB die extrazellularen Raiume gréBer werden. Nach 
Hudoffsky, Malorny und Netter® kénnen sogar Bindegewebe und 








8 A. B. Hastings u. L. Eichelberger, J. biol. Chemistry 117, 73, 118, 197, 
205 [1937]; 1. ¢.?, 8. 542. 

® B. Hudoffsky, G. Malorny u. H. Netter, Pfliigers Arch. ges. Physiol. 
Menschen, Tiere 243, 697 [1940]. 
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- 


Erythrocyten an der Erhaltung der Aciditaét mitwirken. In dieser Art 
gebundene Anionen werden freigesetzt und rasch in das Blutplasma ab- 
gegeben, wodurch die extrazelluliren Raiume sinken. Da Jodid bevor- 
zugt gebunden wird?®, wird es auch bevorzugt abgegeben werden. 
Diese Verhiltnisse sind dem Sinne nach aus den bisherigen Unter- 
suchungen abzuleiten. Auf Kurve I sehen wir aber eine Hemmung der 
Riickresorption, die bei Clorid geringer ist als bei Jodid, d. h. die Kurve 


wird steiler. Dieser Effekt lieB sich in jedem unserer drei Versuche ein. 7 


deutig dartun. Wenn wir eine durchaus statthafte Analogie zum Binde- 
gewebe annehmen und — wie im 2. Abschnitt dargelegt — die primiire 
Bindung an die Wande der Harnkanialchen entsprechend den Eiweif- 
kérpern des Bindegewebes ansetzen, muf der auf der Kurve dargestellte 
Effekt resultieren. In der Literatur der Chloridausscheidung? finden 
sich Beobachtungen, die diese hier vorgetragene Auffassung stiitzen 
kénnten, z. B. daB durch Alkalose die Chloridausscheidung vermehrt 
wird usw. : 

Anders ist das Verhalten des NO,’ zu verstehen. NO,’ steht in der 
Hofmeisterschen Anionen-Reihe dem Jodid nahe, vermag also durch 
,lyotrope Krafte“ gespeichertes Jodid ebenso zu verdringen, wie es 
Chlorid verdringt. Das wird erleichtert durch seine rasche Permeations- 
fahigkeit durch die Kapillarwinde. Die Folge ist die geringe Zunahme 
der extrazellularen Raiume, verbunden mit sekundar verstirkter Jodid- 
ausscheidung. Die Zahlenangaben der Tab. 2 sind dabei noch in der 
Richtung zu erginzen, daB wir nicht den Prozentsatz der Ausgangs- 
menge bei der Ausscheidung rechnen, sondern nach den tiblichen Ge- 
setzen die Prozente des noch im Organismus vorhandenen Restes gelten 
lassen. Dann wiirde der kombinierte Effekt noch deutlicher werden. 
Die Korrelation zu Cl’ ist dabei auch jetzt nicht gestért. 


5. Die Anderung der Durchblutung 


Nach Infusion einer Lésung in der Menge von 21/,% des Korper- 
gewichts wird der Kreislauf so aufgefiillt, da8 mit einer verstarkten 
Durchblutung der Niere zu rechnen ist. Blutdruckmessungen haben er- 
geben, daB selbst bei Dextran eine Blutdrucksteigerung in der von uns 
gewahlten Infusionsgeschwindigkeit beim normalen Tier — wenn sie 
iiberhaupt eintritt — nur wenige Minuten andauert, maximal nur 10 bis 
20mm Hg erreicht und noch wihrend der Infusion abgeschlossen ist. 
Beim pathologisch erniedrigten Blutdruck des kollabierten Hundes gilt 
das nicht. 

Fiir den gesamten Verlauf kann also eine durch Druck vermehrte 
Filtration nicht verantwortlich gemacht werden. Dagegen ist eine ver- 
mehrte Durchblutung wichtig, wie wir sie mit der PAH-Clearance 
messen kénnen. 


10 G. B. Wallace u. B. B. Brodie, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 61, 397 
[1937]; 1. c.?, S. 561. Diese Befunde wurden besonders in Haut und Muskel erhoben. 
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Wir haben in der letzten Kolonne der Tab. 2 die gesamte Durch- 


; blutung auf m? Oberfliche wahrend der Versuchszeit gemessen und 
' miissen feststellen, daB8 die Werte durchaus in gleicher GroSenordnung 
| liegen. 


Zur Illustration legen wir noch auf Abb. 3 die Durchblutung in 


' einer Reihe von Einzelversuchen unter verschiedenen Bedingungen vor. 
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125 : 
” 1 2 3 4 5 
Stan.—— 


Man sieht, daB der Verlauf keineswegs gleichmaBig ist, abgesehen 
von einer Steigerung wahrend der Infusionsperiode. Sie war am nach- 
haltigsten nach Dextran. Der sekundire Anstieg nach NaCl ist nicht 
auBer der Reihe. Bei dem Hunde des NaCl-Versuchs, der nach Wund- 
versorgung tiberlebte und etwa 6 Wochen spater NaBr erhielt, fand sich 
derselbe Verlauf. 

Man kann nach den Himatokritwerten die Durchstrémung der 
Niere mit Plasma auf eine Durchblutung umrechnen. Die sich dann er- 
gebenden Kurven zeigen keine prinzipielle Anderung des Verlaufs, son- 
dern nur eine Abschwachung, besonders der ersten Werte. 

Uber die Filtration (Kreatinin-Clearance) geben wir keine weiteren 
Kurven. Der Verlauf ist nicht ganz so unregelmaBig wie beim BlutfluB; 
wenn man den Prozentsatz der Filtration vom BlutfluB rechnet, erhalt 
man sogar recht einheitliche Kurven mit anfangs vermehrtem Anteil 
des Filtrats, der allmahlich zuriickgeht. Wir sehen in diesen Werten vor- 
erst keinen Ausgangspunkt fiir neue Erkenntnisse. 
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Zusammenfassung 


In Versuchen iiber die Ausscheidung von Cl’ und }*!J’ beim Hunde 
nach Infusion von verschiedenen isotonischen Lésungen, wie NaCl, NaBr, 
Na,SO,, NaHCO,, NaNO, und Dextran in der Menge von 21/,% des 
Kérpergewichtes fand sich eine enge Korrelation zwischen dem im Harn 
erscheinenden Prozentsatz des Filtrats von 1!J’ und Cl’, eine etwas 
schwichere gegeniiber Urinfliissigkeit. Wie die quantitativen Rech- 
nungen ergaben, ist das Fiihrende nicht das Wasser, sondern das Chlorid. 
Daraus ergeben sich Hinweise iiber die Wirksamkeit physikalisch-che- 
mischer Konstanten der Jonen auf den Transportvorgang in den tubuli 
contorti. 

Fir die Ausscheidung sind weiter von Bedeutung: die Funktion der 
anliegenden Zellen der Harnkanilchen sowie die extrazellularen Raume 
bzw. das Verhalten des Bindegewebes. 


— und Verteilung des Stickstoffs bei der trachtigen 
und laktierenden Ratte 


Von 
A. W. Boyne, M. I. Chalmers und D. P. Cuthbertson 
Aus dem Rowett Research Institute, Aberdeenshire, Schottland 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. August 1953) 


D. P. Cuthbertson und seine Mitarbeiter mochten bei 
dieser Gelegenheit Herrn Professor Karl Thomas anlaplich 
seines 70. Geburtstages ihre Gliickwiinsche aussprechen. Sie 
erinnern sich dankbar seines groBen Beitrages zur Er- 
naihrungswissenschajt. Die langdauernde Freundschaft mit 
seinem friiheren Lehrer bedeutet D. P. Cuthbertson eine 
bestaindige Freude. 


Abgesehen von dem gut bekannten Cyklus der Stickstoffaufnahme 
und -abgabe bei den Tieren, die in erster ‘Linie als Milchlieferanten ge- 
halten werden, enthalt das Schrifttum recht widersprechende Befunde 
hinsichtlich des Stickstoffgleichgewichts waihrend des natiirlichen Ab- 
laufs von Schwangerschaft, Geburt und Laktation. Die angewandten 
Methoden waren verschieden. Bei einigen Experimenten wurde das Stick- 
stoffgleichgewicht durch direkte Stoffwechseluntersuchungen bestimmt, 
wahrend es in anderen Fallen aus der Anderung des Kérpergewichts 
berechnet wurde, in der Annahme, daf der Stickstoffgehalt der Ge- 
wichtszunahme entspriche. Direkte Stoffwechseluntersuchungen an 
Frauen sind verstindlicherweise unvollstindig, und tiber die letzte 
Schwangerschaftswoche sowie iiber die ersten zwei Wochen der Lakta- 
tion sind nur wenige Daten erhiltlich. Bei niederen Tieren sind direkte 
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Bestimmungen des Stickstoffgehaltes der Gewebe nur in wenigen Fallen 
ausgefiihrt worden. 

In der vorliegenden Arbeit wurde das Problem mit zwei von ein- 
ander unabhangigen und einander kontrollierenden Methoden angegan- 
gen und die Ratte als Versuchstier benutzt. Ziel der Untersuchungen 
war es, ein Bild tiber die Verteilung des Gesamtstickstoffs in den Ge- 
weben der tragenden Ratte und iiber das Stickstoffgleichgewicht wah- 
rend der Zeit von der Konzeption bis zum 16. Tage der Laktation zu 
erhalten. 

Die Ergebnisse der Gewebeanalyse gaben weder einen Hinweis fiir 
eine Stickstoffspeicherung in den nicht-reproduktiven Organen und Ge- 
weben wahrend der Schwangerschaft noch fiir einen entsprechenden 
Verlust wahrend der friihen Laktation. Die fiir das Stickstoffgleichge- 
wicht wahrend des ersten reproduktiven Cyklus erhaltenen Werte be- 
staitigen diese Befunde. 


In der Literatur besteht allgemeine Ubereinstimmung hinsichtlich eines 
positiven Stickstoffgleichgewichts wahrend der spateren Stadien der Schwanger- 
schaft?. 

Poo et al. fanden einen geringfiigigen Anstieg im Stickstoffgehalt der nicht- 
reproduktiven miitterlichen Gewebe der Ratte wahrend der Schwangerschaft; 
neuerdings fand Spray? eine starkere Zunahme bei der Ratte und auch bei Meer- 
schweinchen und Maus. Evans! stellte fest, daB die Stickstoffretention bei Mutter- 
schweinen wahrend der Schwangerschaft den fétalen Bedarf iiberschreitet. Hoff- 
stro6m, Hunscher et al. und Hummel et al.! ermittelten aus Untersuchungen 
des Stickstoffgleichgewichts bei Frauen, daB wahrend der spiateren Stadien der 
Schwangerschaft eine Stickstoffspeicherung erfolgte, welche als in den nicht-repro- 
duktiven miitterlichen Geweben lokalisiert gedeutet werden muBte. Andererseits 
konnten Sandiford et al. sowie Thompson et al.! keine Griinde fiir die An- 
nahme finden, da8 eine solche Stickstoffretention bei schwangeren Frauen vorlage. 


Es besteht auch Ubereinstimmung darin, daB nach der Geburt ein negatives 
N-Gleichgewicht auftritt und wahrend des Zeitraums der voll ausgebildeten Lak- 
tation anhalt?. Zacharjewskys* Werte wahrend der ersten 25 Tage der Lak- 


1 Ratte: L. J. Poo, W. Lew u. T. Addis, J. biol. Chemistry 128, 69 [1939]; 
L. M. Morse u. C. L. A. Schmidt, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 56, 57 [1944]; C. M. 
Spray, Brit. J. Nutrit. 4, 354 [1950]. 

Mensch: I. Sandiford, T. Wheeler u. W. H. Boothby, Amer. J. Physiol. 
96, 191 [1931]; H. A. Hunscher, E. Donelson, B. Nims, F. Kenyon u. I. G. 
Macy, J. biol. Chemistry 99, 507 [1932—1933]; H. A. Hunscher, F.C. Hummel, 
B.N. Erickson u. I. G. Macy, J. Nutrit 10, 579 [1935]; F.C. Hummel, H. A. 
Hunscher, M. F. Bates, P. Bonner, I. G. Macy u. J. A. Johnston, J. Nutrit 
18, 263 [1937]; K. A. Hoffstrém, Skand. Arch. Physiol. 28, 327 [1910]; H. E. 
Thompson u. W. T. Pommerenke, J. Nutrit. 17, 383 [1939]; I. G. Macy u. 
H. A. Hunscher, Amer. J. Obstetr. Gynecol. 27, 878 [1934]. 

Mutterschwein: R. E. Evans, J. agric. Sci. 19, 752 [1929]. 

2 Ratte: Poo et al., 1. ¢.1. 

Ziege: S. Morris, J. Obstetr. Gynecol. Brit. Empire 40, 230 [1933]. 

Kuh: C. Crowther u. H. E. Woodman, J. agric. Sci. 12, 40 [1922]. 

Mensch: F. W. Oberst u. E. D. Plass, Amer. J. Obstetr. Gynecol. 40, 399 
[1940]; Hunscher et al., l.c.1; V. J. Harding u. R.C. Montgomery, J. biol. 
Chemistry 78, 27 [1927]. 

3 A.U. Zacharjewsky, Z. Biol., N. F. 12, 368 [1893—1894]. 
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tation bei einer Frau zeigten, da8 ein positives Stickstoffgleichgewicht spatestens 
am 19. Tage auftrat. 

Zacharjewsky machte auch die interessante Beobachtung, daB einem be- 
trachtlichen EiweiBaufbau in den spiteren Stadien der Schwangerschaft stets ein 
Verlust von Gewebsstickstoff nach der Geburt folgte. Der Stickstoffhaushalt war 
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in einem Fall am 5. in einem anderen Fall am 4. Tage nach der Geburt ausgeglichen. | 


Bei diesen Untersuchungen beriicksichtigte er den Stickstoff in Urin, Faces, Milch 
und Lochien. 


Abb. 1. Versuchsanordnung zur Bestimmung der Verteilung des Gesamtstickstoffs 
in den Geweben trachtiger Ratten und entsprechender Kontrolltiere gleichen Wurfs, 
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Die Zahlen in jedem ,,Kistchen‘‘ bedeuten die Wurfnummer (je ein Tier). 
* Nur eine friihere Schwangerschaft. 
Die Pfeile zeigen den Zeitpunkt an, an dem jede Gruppe von 6 Tieren zur Analyse getitet 
wurden. 
x—x Alle Tiere unter dieser Linie wurden als Kontrollen zu den entsprechenden trachtigen Tieren 
iiber der Linie getétet. 


Die vorliegende Untersuchung wurde unternommen, um die Loka- 
lisation dieses Stickstoffs kennen zu lernen, welcher in den nichtrepro- 
duktiven Teilen der trichtigen Ratte angereichert sein soll, und um 
seine Verteilung in den Geweben in verschiedenen Zeitabschnitten nach 
der Geburt zu bestimmen. Wiahrend dieser Untersuchungen wurde die 
Arbeit von Spray! verdffentlicht. 


Methoden 


Die benutzten Tiere entstammten der ,,Hooded‘‘-Rattenzucht des Rowett 
Instituts, die als Geschwister am Institut viele Jahre gepaart und als gut geeig- 
net befunden worden waren. Die Tiere wurden bis zum Alter von 76 Tagen auf 
einer Stammdiat gehalten und 14 Tage vor der Paarung auf die R. R. I. Diat 86 
gesetzt. Diese Diat enthalt: 
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Weizen (volles Korn) ....... 50 
Gerste (volles Korn). ....... 25 
WeiBes Fischmehl ......... 7 
Fleisch-Knochenmehl. ....... 6 
Getrocknete Bierhefe. ....... 5 
Getrocknetes Grasmehl. ...... 5 
MUIMMNOEA 065s a) ots 8 ge oe 1 
MRE Cea os ens ay nt aos 1 


Diese Diét wurde mit Wasser bis zur Schleimkonsistenz vermischt und ad 
libitum verfiittert. Wasser wurde ebenfalls ad libitum gegeben. 

Man erhielt 12 Wiirfe mit je 4, 4 Wiirfe mit je 5 und 1 Wurf mit 6 Weibchen, 
die mannlichen Tiere wurden nach der Geburt getétet. Die Tiere jeden Wurfs 
wurden nach 90 Tagen auf die entsprechenden Versuchsgruppen wahllos verteilt, 
siehe Abb. 1. Sechs Kontrolltiere wurden nach 90 Tagen getétet zur Festlegung 
der Ausgangswerte zu Beginn des Versuchs. In jedem Stadium des untersuchten 
reproduktiven Cyklus — naimlich am 21. Tage der Schwangerschaft (das ist die 
volle Tragzeit), am ersten Tage nach der Geburt und am 16. Tage der Laktation —-, 
wurde ein nichttragendes Tier des Wurfs getétet als Kontrolle zu den tragenden 
Ratten, Wir haben die Verhaltnisse bei jungen Muttertieren und Tieren gleichen 
Wurfs, die 5 Schwangerschaften durchgemacht hatten, untersucht, um die 
etwaige Wirkung zu bestimmen, welche das Stadium des miitterlichen Wachstums 
auf die Zusammenhange zwischen den nicht-reproduktiven Geweben und den- 
jenigen, die an der Fortpflanzung beteiligt sind, hat. Diejenigen Ratten, die fiinf 
Schwangerschaften durchgemacht hatten, erhielten als Kontrollen Tiere des 
gleichen Wurfs, die eine 1. Schwangerschaft nach 90 Tagen erlebt hatten und dann 
nicht-trichtig gehalten wurden. Das Experiment war angelegt, um méglichst 
weitgehende Aufschliisse zwischen trachtigen und nicht-trachtigen Ratten zu er- 
zielen. Wahrend der ersten Fortpflanzungsperiode verloren wir keine Tiere, aber 
zur Zeit, als die Tiere die 5. Schwangerschaft erreichten, traten Verluste sowohl 
bei den trachtigen als auch bei den Kontrollgruppen ein. Dieses erklart die Anderung 
in den Freiheitsgraden der Tab. 1 und die verschiedenen Standardfehler am 21. Tage 
der Schwangerschaft, am 1. Tage nach der Geburt und am 16. Tage der Laktation 
im 5. Fortpflanzungscyklus. 

‘Die Tiere wurden in Gruppen von 4 oder mehr mit 2 Mannchen gepaart und 
vom Tage der Paarung ab in Einzelkafige gesetzt. Als Streu wurde Holzwolle ver- 
wandt. Am Tage der Tétung wurden die Tiere um 10 Uhr vormittags mit Nembutal 
narkotisiert, der Thorax erdffnet und aus dem Herzen soviel Blut wie méglich mit 
der Spritze entnommen. Leber, Niere, Herz, Lunge, Trachea, Milz und Uterus 
wurden gewogen, in kleine Stiicke geschnitten und auf einem Sandbad mit 50-proz. 
Schwefelséure behandelt, bis alles Gewebe in Lésung gegangen, aber nicht verkohlt 
war. Die Lésung wurde abgekiihlt, in einen MeBkolben aufgefiillt und aliquote 
Teile zur Gesamtstickstoffbestimmung nach Kjeldahl (Makro) abpipettiert. Der 
Darm wurde aufgeschnitten, der Inhalt entfernt, das Organ in dest. Wasser ge- 
waschen und zwischen Filtrierpapier getrocknet. Den so gereinigten Darm haben 
wir gewogen und wie oben beschrieben behandelt. Danach wurde die Ratte ent- 
hautet, die Brustdriise herausgeschnitten und ebenso aufgearbeitet. 

Die Haut wurde einschlieBlich Barthaaren und Ohren vom Fett befreit, 
gewogen, in kleine Stiicke geschnitten und 6 Stdn. lang mit konz. Salzsiure am 
RiickfluBkiihler gekocht. Nach Abkiihlen der Lésung fiillten wir im MeBkolben 
auf 250 ccm auf und entnahmen aliquote Mengen daraus fiir die Stickstoffbestim- 
mung. 

Der Rest des Kérpers wurde vom Fett befreit, gewogen und dann in dest. 
Wasser gekocht, bis sich das Fleisch leicht von den Knochen lésen lieB. Das se ent- 
fernte Fleisch und das Wasser wurden aufbewahrt. Die Knochen reinigten wir 
durch 24-stdg. Bebriiten mit 500 ccm 0,05-proz. Papain bei 50° vom anhaftenden 
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Fleisch. Die Knochen wurden durch Gaze abfiltriert und gewogen. Wasser, Fleisch 
und Papainfiltrat haben wir vereinigt und das ganze weitere 24 Stdn. bebriitet. 
Nach dieser Zeit war das Fleisch gréBtenteils verdaut. Die Lésung wurde init 
Schwefelsiure angesiuert und auf ein kleines Volumen eingeengt, der gallert- 
artige Riickstand auf einem Sandbad mit 50-proz. H,SO, behandelt und auf 
11 aufgefiillt. Danach wurden wieder aliquote Mengen fiir die Stickstoffbestim- 
mung herauspipettiert. Das Gewicht des ausgenommenen Ko6rpers abziiglich des 





Abb. 2. Die Aufnahme zeigt bei unseren Versuchen verwendete Stoffwechselkafige 

aus rostfreiem Stahl. Die vorderen beiden Kafige stehen in Fiitterungsposition. 

Auf einem von ihnen liegt in einer Schale die Baumwollunterlage fiir die Laufgitter. 

Die anderen beiden Kafige sind in Sammelstellung. Auf dem vorderen dieser beiden 

sieht man eine Futterschale, welche zum Einsetzen in den Kafig fertig gemacht 

ist. Sie wird auf Filtrierpapier gesetzt, auf welchem das verstreute Futter gesammelt 
wird. 


Knochengewichts haben wir als das der Muskeln angesehen. Bei Analyse des 
Wurfes im Alter von 1 oder 16 Tagen wurden die jungen Ratten mit Gas getotet, 
dann gewogen und geodffnet. Der ganze Wurf wurde mit 50-proz. H,SO, behan- 
delt und das Volumen auf 500 ccm aufgefiillt. 

Wir fihrten die Bestimmung des Stickstoffgleichgewichts an 5X2 Tieren 
aus dem Hauptversuch aus. Diese wurden wahrend ihrer ersten Trachtigkeit und 
Laktation untersucht, wobei wir als Stoffwechselperioden den 2. bis 6., 8. bis 15., 
16. bis 21. Tag der Trachtigkeit und den 1. bis 7., 8. bis 14., 15. bis 16. Tag der 
Laktation wahlten. 

Die Diat 86 (Trockenfutter) haben wir ad libitum zweimal am Tage gegeben, 
namlich 9—10 Uhr und 15—16 Uhr. 

Wir entwarfen besondere Stoffwechselkafige (Abb. 2), die es erméglichten, 
den Wrin mit Hilfe des Hopkinschen Separators in 1-proz. H,SO, gesondert auf- 
zufangen. Als adsorbierende Unterlage benutzten wir Baumwollwatte, die taglich 
gewechselt wurde. Am Ende der Stoffwechselperiode wurde die gesamte Watte 
fiir die Stickstoffanalyse mit kochendem Wasser, das mit Schwefelsaure schwach 
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p angesauert worden war, ausgezogen. Die Sammeltrichter wurden taglich mit 


]-proz. H,SO, gereinigt. 

Jeder Kafig hatte eine besondere Schale fiir das Bodengitter und die Unter- 
lage. Darin wurden die Exkremente von Muttertier und Wurf gesammelt. Die 
'Fiitterung der Mutter erfolgte getrennt vom Wurf; dieser erhielt nur Mutter- 
milch. Die Tiere wurden gewogen und die Nahrungsaufnahme gemessen. Die Stick- 


' stoffbestimmung der Nahrung, Urin und Faces wurde nach der Makro-Kjeldahl- 


' Methode durchgefiihrt. 


Ergebnisse 
Gewebeanalysen (Tab. 1) 

Aus der Bestimmung des Gesamtstickstoffs in den nicht-reproduk- 
tiven Geweben einschlieBlich des Blutes ging hervor, daB die Ratte 
weder wahrend des ersten noch wihrend des 5. Schwangerschaftscyklus 
dort Stickstoff gespeichert hatte. Bei den Tieren im 1. Cyklus schien 
zwischen dem 21. Tag der Trachtigkeit und dem 1. Tag nach der Ge- 
burt vielleicht eine Verminderung im Gesamtstickstoffgehalt aufzu- 
treten. Bei ausgewachsenen Tieren beobachtete man keine Reduktion. 

Den zu erwartenden Anstieg des Gesamtstickstoffs zeigten der 
Uterus und sein Inhalt wahrend der Trachtigkeit und die Brustdriise 
waihrend der Schwangerschaft bis hinein in die Laktationszeit. Im 
5. Zyklus war der Stickstoffgehalt des reproduktiven Gewebes und des 
Wurfes in jedem Fall geringer als der entsprechende Wert fiir den ersten 
Cyklus. Das stimmt mit den kleineren Wiirfen nach dem dritten Cyklus 
iiberein. 

In allen drei untersuchten Phasen des ersten und fiinften reproduk- 
tiven Cyklus war der Stickstoffgehalt der Leber bei den trachtigen 
Tieren durchschnittlich héher als bei den Kontrolltieren; dabei trat 
wihrend des fiinften Cyklus jedoch gré8ere Streuung auf. 

Zwischen dem 1. Tag post partum und dem 16. Tag der Laktation 
war der Stickstoffgehalt des Darmes um annahernd 50°, gestiegen und 
der Unterschied zwischen den Muttertieren und Kontrollratten war in 
diesem Stadium signifikant bei einem Stickstoffgehalt von 1°,. Wir 
fanden eine entsprechende und in ihrer GréSe vergleichbare Zunahme 
im Gewicht dieses Organs. 

Ein Anwachsen des Stickstoffs in der Milz fanden wir am 21. Tage 
der Schwangerschaft sowohl im ersten wie auch im fiinften reproduk- 
tiven Cyklus. Im ersten Cyklus verschwand dieses Anwachsen sofort 
nach der Geburt, dagegen scheint es im fiinften Cyklus bis zum ersten 
Tag nach der Geburt anzuhalten. Bei der Betrachtung dieser Befunde 
mu man bedenken, daB die Menge des Stickstoffs in der Milz nur einen 
sehr kleinen Teil des Gesamtstickstoffs der Ratte darstellt. 

Das Absinken des Gesamtstickstoffs im nicht-reproduktiven Ge- 
webe wahrend des ersten Cyklus beruhte auf einem leichten Absinken 
des Stickstoffgehaltes von Muskel und Haut. Da dieser Befund im 
fiinften Cyklus nicht auftrat, ist es unwahrscheinlich, daB es ein reeller 
Effekt ist, obgleich man daran denken mu, daB der Altersunterschied 
betrachtlich ist. 














| Bd. 


Bd. 295 (1953) 


, M.I. Chalmers u. D. P. Cuthbertson, 


“ 


. W. Boyne 


430 A 


‘LT ‘qe, U0A Bunz408,10,7 






























































eFo'0-F ozo | oF0‘oFezo'0 | 9F0‘0F 1100 | S100 ZI1'0 | 8100 F L000 — | s10‘0+ LI0‘0 O—-F ZuereyIqd 
(L‘O1) (6°01) (9°T) (¢°6) (8‘O1) (9°01) (1°6) 
9820 FPO 6920 9610 Z1Z‘0 11Z0 9 | 10¢‘0 |* (400]) wareq 
(9°91) (0‘€1) (‘g1) (1F1) (I‘TT) (6‘IT) 
9c¢‘0 6920 OLz‘0 80e‘0 G0Z‘0 8220 a 
090'0F <00'0 | ze0'0F Foro | 990'0F zz0'0 || 9200+ z60' | 920°0Fze0'0 | 920'0F 190°0 °° °° O-a ZuELEQIC 
OTT) (¢‘01) (I‘IT) (1‘8) (¢‘8) (1‘8) (¥°6) 
Lee‘0 1g¢‘0 ec¢‘0 OLZ‘0 Z82'0 882'0 0} ZLZO0]" °° ‘r0qoT 
(9°11) (6‘€1) (9°FT) (1‘OT) (01) (2°11) 
oreo cero 0s¢‘0: c9¢°0 rEEO cee‘ a 
6re0F Sh0'0—| sez‘oF e1'0 | s9z'0F 1600 || zeo'oFstt‘0— | ceo F eF1‘0—| 60°0F 00T'0— O- ZuaTERIC 
(0g) (cF) (¥€) (¢¢) (38) (¢¢) (€) 
L10% 8L0% 6rE'S C8LT 96L‘T OF8‘T 0 | Sh9'T * ney 
(0€) (1g) (8g) (Lz) (zg) (9¢) 
oL6'1 6128'S Orr's $99'T 69'T OFL‘T d 
£€8°0 F ces'o | 6LL‘0F 8h1‘0—| L680 F 88z‘0 — || see‘oF gI1‘0 — | see‘0F zoe'o — | see‘oF str‘o— OG ZuoreszIC 
(9¢T) (SFT) (691) (¢ZT) (LZT) (621) (Z11) 
6g9°¢ oF b8P'F 1Z8°€ e16'e 919°¢ O | reo’e * Poysnyy 
(21) (091) (681) (SIT) (IZ1) (¢¢1) 
+60°F 861F 961'F GOL‘s T19‘¢ 86F'S a 
eqemoy OAIZYNPOIdoI-4YOIN 
U014844e'T WANQex) Ip qyeyosiesuBMyoR U01ZS4 ACT qynqeryy Jop |4FeyosiosuRMYoG 9[[Or4 
op Bey, ‘91 youu Sey, 'T op BBI, “1Z qop 3B, ‘91 yoru Sey, *T Jop BBI, “IZ eget | eqemon 
ria -ODBT, 
snpyAp *g snpyAD *T 06 

















"u9qod03 UIOWIUIL[Y UI PUIS OFYOIMeZeqomory) OYOI[AIWUYOsyoINCG, “usT[oryUOYpuNIy Use oBey, OG FU 
UOMIUIVSNZ ‘SJIN AA USYOTIE]S o1OIq][oIJUO Y Jopuoyoosdsyuo pun u94zey JOBIVYORIY USqoMoy UOP UT SJJOISYOIYVG sop SunjloywoA *[ “qe, 








431 


Gleichgewicht und Verteilung des Stickstoffs 


| Bd. 295 (1953) 


1953) 


e1914[[0O1QUOY = O 


u944ey O81V4YORI1y = g 



















































































*g jne snpyAO ‘¢ sep ueZtuoferp ‘uesunuuMysoqjezuly GI Jne usyNioq snTyAp *[ Wop SNe osstUqoZI0jUIESEX) ICT 
620‘0 180° 820°0 | 020°0 | 6100 0z0‘0 0 | 9T0°0 
€29F 60F'T LOU‘T Egr's OZL‘T 9Z8'T d oumuins 
eJINM pun oqonoy OAIZYNpOIdoy “yuresex) 
660+ 1690 | e60FIZI‘0 | 90'tFort‘o—|| ogroF F200 | o¢t0F 9680 — | osF0F LF00— ° O- ZusTEFIC 
9es‘9 FORL 868‘L 6EF'9 O19'9 PEO O | 790°9 
LES‘L GLO‘ 88L‘L e9F'9 F1Z‘9 £62°9 a JJO4SYO1YS 
“N[_ “Nn Jf048 
-39198}UTeSO+) 
e100 Fz10'0 | Zt0'°0F 1100 | +10°0F 010'0— || 4000+ e000 — | ¥00°0F 000°0 | F000 F000 O-@ ZuereIG 
(8‘¢) (Z‘F) (1‘g) (¢°Z) (¥°S) (¥°Z) (¢°S) 
1600 0010 +60°0 690°0 890‘0 +90°0 9 | 990.0} voyorry, 
(8‘g) (OF) (¢‘g) (¥°3) (9°Z) (9°%) pun 
£010 II1‘0 $80°0 9900 890°0 890°0 a esuny ‘z10H 
600°0F 0000 | 8000 9t0'0 | 6000+ ¢10'0 || zoo'o+ t00.0—| zoo.0+Fzo00'o | z00.0FsT0'0 O-g ZueresIC 
(6‘0) (8‘0) (60) (6°0) (0°) (01) (‘1) 
9€0°0 ZE0°0 ¢¢0'0 £00 8£0°0 ¢¢0'0 O | 680°0 ZIT 
(6‘0) (¢‘1) (¢‘T) (6‘0) (I‘T) (¥°T) 
9£0°0 8400 0¢0‘o ¥£0°0 0F0‘0 0¢0'O a 
8000+ 2000 | 200.0 zoo‘ | 6000+ 000'0 || #00'0F e00'0 | 400.0 F 900'0— | 400'0F 2000 — ° O-a Zor 
(33) (3°S) (¥°Z) (L‘T) (1°) (8‘T) (z‘T) 
£90'0 0L0‘0 FL0°0 2200 FS0°O ¢¢0‘o 9 | 0¢0°0 O1OIN 
(¢°3) (#2) (¢°Z) (8‘T) (1‘T) (8‘1) 
0L0‘0 ZLO0°O >L0°0 cco‘ 8F0'O €20°0 a 
‘LT ‘qu, u0A Bunz408z10,7 
ero'o Eozro | oro‘oFezo‘o | 9F00F 1100 || stooFztt'o | 8100+ L00%— | 8100+ L100 O—a send 








432 A.W. Boyne, M.I. Chalmers u. D. P. Cuthbertson, Bd. 295 (1953) 


Va 


Stickstoffgleichgewicht (Tab. 2) 

1. Schwangerschaft: Die Kontrollratten zeigten vom 90. bis 
111. Tage eine Stickstoffretention von 2,401 g, welche ein MaB des 
Wachstums ist. Wiahrend der entsprechenden 21-tagigen Schwanger- 
schaftsperiode speicherten trichtige Ratten zusatzlich 1,666 g Stick- 
stoff. Diese zusitzliche Retention stimmt mit den 1,806 g Stickstoff 
iiberein, die dem Wachstum des Fétus und anderer Bestandteile des 
Uterus und der Hypertrophie des Uterus sowie der Brustdriise ent. 
sprechen, wie sich aus den Gewebsanalysen ergab. 

2. Laktation: Ahnlich wie wahrend der Zeit der Schwangerschaft 
wurde die zusiatzliche Stickstoffretention der laktierenden Ratte fiir die 
ersten 16 Tage der Laktation bestimmt. Sie betrug 3,776 g Stickstoff. 
Der dem Wachstum des Wurfs und der Brustdriise zugehorige Stickstoff 
betrug wahrend dieser Zeit 3,732 g N, wie durch Gewebsanalysen be- 
stimmt wurde (Tab. 1). Das bedeutete eine one Ubereinstimmung der 
beiden Analysenmethoden. 


Tab. 2 


1. Stickstoffgleichgewicht (g) wihrend der Schwangerschaft 
(5 Tierpaare aus je 1 Wurf). 


trichtige Tiere Kontrollen 
NURI Fa re pe ck ee aes % 5,425 5,858 





PRES ee Ric ies hasile fuss. So? 2,482 2,214 
Gesamtausscheidung .... . 7,907 8,072 
Asiinanme . . . . «ss ss 11,974 10,473 
Gleichgewicht ........ 4,067 2,401 Differenz -= 1,666 g 





Aus Tab. 1: Stickstoffzunahme der reproduktiven Gewebe und 
der Féten wahrend der Schwangerschaft, verglichen mit nicht- 











trichtigen Kontrollen ..........2.+-+.2.+-+-.. = 1,806 
2. Stickstoffgleichgewicht (g) waihrend der Laktation 
(2 Tierpaare aus je 1 Wurf, Muttertiere und Wurf zusammen). 

laktierende Tiere Kontrollen 

UT eo ee oe 5,352 5,660 

BO oe. Oy gS wie Gk 3,098 1,896 

Waschwasser der Unterlage. . 0,230 -- 

Gesamtausscheidung .... . 8,680 7,556 

Aufmahme ......... 14,373 9,473 

Gleichgewicht . ....... 5,693 1,917 Differenz = 3,776 g 

Aus Tab. 1: 


Stickstoffdifferenz zwischen reproduktivem Gewebe trichtiger Ratten, 
einschlieBlich des Wurfs und Kontrollen (1. Tag nach der Geburt) = 1,701 g 
Stickstoffdifferenz zwischen reproduktivem Gewebe traichtiger Ratten, 
einschlieBlich des Wurfes und Kontrollen (16. Tag der Laktation). . = 5,433 g 
Stickstoffzunahme des reproduktiven Gewebes und des Wurfes wahrend 
16 Tagen Laktation gegeniiber nicht-trachtigen Kontrollen . . . = 3,732 ¢ 
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Diskussion 


| Schwangerschaft 


Die berichteten Befunde zeigen, daB wahrend der Schwangerschaft 
nur im Uterus und seinem Inhalt und in der Brustdriise eine Ablagerung 
von Stickstoff stattfindet und daB die zusatzliche Stickstoffretention 
im miitterlichen Organismus neben dem Inhalt des Uterus der Entwick- 
lung des Uterus selbst und der Brustdriise zugeschrieben werden muB. 
So stimmen wir im wesentlichen mit Poo et al.! iiberein, die 150g 
schwere Ratten paarten und dann zwischen dem miitterlichen Protein 
nach 18 Tagen Schwangerschaft und entsprechenden Kontrollen einen 
Unterschied von 2,1 g fanden. Diese 2,1 g Protein sind aquivalent 0,34 g 
Stickstoff, von denen 0,12 g aus dem Anstieg im Uterus resultieren; der 
Rest von 0,22 g stimmt mit den von uns gefundenen Werten fiir die 
Brustdriise (0,14 g bis 0,41 g) tiberein. 

Andererseits fand Spray! im Vergleich zu nicht-trachtigen Kon- 
trollen eine Zunahme von 1,4 g Stickstoff fiir das Gesamttier, gleich 
nach der Geburt bestimmt. Selbst bei Beriicksichtigung des Wachstums 
von Brustdriise und leerem Uterus bleibt noch ein weiteres Gramm 
Stickstoffzunahme. Diese Ratten waren unmittelbar nach der Geburt 
75 g schwerer als ihre nicht-trachtigen Kontrollen. 


Dr. E.M. Widdowson teilte uns miindlich mit, daB Spray‘s 
Ratten erst nach 200 Tagen gepaart wurden. Wir stellten in einem Neben- 
versuch fest, wie sich die Differenz des Korpergewichts zwischen dem 
Muttertier gleich nach der Geburt und einer nicht-gedeckten Kontrolle 
mit dem Alter der ersten Paarung verindert. Tiere, die nach 90 Tagen 
gepaart wurden, zeigten eine Differenz von 6 g, die nach 120 Tagen 
gepaarten eine Differenz von 26 g, und die nach 200 Tagen gepaarten 
eine Differenz von 36 g. Dies zeigte, daB die Differenz mit dem Alter 
wachst. Zwar wurde die Gewichtsdifferenz von 75 g, die Spray angab, 
nicht erreicht, doch kénnen dafiir noch andere Faktoren, wie Bean- 
spruchung der Ratte, Diit oder jahreszeitliche Effekte, mit in Rechnung 
gesetzt werden. Folglich besteht kein notwendiger Widerspruch zwischen 
unseren Ergebnissen und denen von Spray. Die von Spray beobachtete 
Speicherung mag fiir Ratten charakteristisch sein, die als altere Tiere 
zum erstenmal gepaart wurden. 

Abgesehen von einer Stickstoffzunahme der Leber wiihrend der 
Trachtigkeit zeigte sich keine andere erkennbare Veriinderung. Aber 
bei der Untersuchung des Gesamtstickstoffs wurde diese Veriinderung 
im Leberstickstoff tiberdeckt durch die zufallige Anderung im Stickstoff- 
wert von Haut und Muskel. 


Bokelmann und Scheringer?* fanden eine Zunahme im Stick- 
stoffgehalt der Leber traichtiger Ratten, wobei die Leber einen gréBeren 


4 0. Bokelmann u. W. Scheringer, Arch. Gynakol. 150, 247 [1932]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 295 28 
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Anteil des Kérpergewichts ausmacht. Der prozentuale Stickstoffge- 
halt blieb praktisch konstant, ebenso das prozentuale Trockengewicht, 
Dieselben Autoren® stellten 1933 fest, daB die Leber der Hauptstick- 
stoffspeicher auBer den reproduktiven Geweben war. Poo et al.1 fanden 
ebenfalls eine Stickstoffretention von 0,065 g in der Leber trachtiger 
Ratten am 18. Tage, was mit den 0,066 g unserer Tabelle iibereinstimmt. 


Laktation 

Bei jungen laktierenden Ratten ist die Stickstoffretention im miitter- 
lichen Organismus vollsténdig zu erkliren durch das Wachstum der 
Jungen und des Brustdriisengewebes nach der Geburt. Fiir eine Reduk- 
tion in den nicht-reproduktiven miitterlichen Geweben als Folge der 
Laktation besteht kein Anhalt. Das stimmt iiberein mit dem Fehlen einer 
Speicherung in diesen Organen wahrend der Trichtigkeit. 

Poo et al. fanden einen ungefihr 0,5 g betragenden Stickstoff- 
verlust im miitterlichen ,,Restkérper‘‘, welcher wahrscheinlich Brust- 
driise und Haut, aber sicher nicht Depotfett, Bauch- oder Beckenor- 
gane enthielt. Sie fanden eine Verringerung des Leberstickstoffs, die der 
Zunahme wihrend der Trachtigkeit entsprach. Mangels eines MaBstabes 
fiir die Schwankung ihrer Daten méchten wir jedoch zu diesen Diffe- 
renzen keine Stellung nehmen. Erwihnenswert jedoch ist, da8 ihre Lak- 
tationsperiode.31 Tage, unsere dagegen nur 16 Tage betrug. Spray be- 
schreibt die von ihr beobachteten Verinderungen wahrend der Lakta- 
tion am 15. Tage. Das Muttertier hatte 0,28 g Stickstoff im Gesamt- 
kérper mehr als die Kontrolle. Wenn wir auf Grund unserer Analysen 
die Werte fiir die Brustdriise abziehen, bleibt ein miitterlicher Verlust 
von ungefahr 0,1 g Stickstoff. 

Wie oben berichtet, nahm der Stickstoffgehalt des Verdauungs- 
kanals in 16 Laktationstagen um 50°, zu, wihrend sich bis zur Geburt 
nichts ainderte. Dies kann durch die Gewebszunahme des Darmes erklart 
werden, die notwendig ist zur zusitzlichen Resorption fiir die Milch- 
produktion. Poo et al.! fanden wihrend ihrer Laktationszeit von 31 
Tagen eine ahnliche, aber weniger ausgeprigte Tendenz. Wir wollen 
dies spiter weiter verfolgen. 


Zusammenfassung 


1. Die Verteilung des Stickstoffs in den Geweben trachtiger und 
laktierender Ratten wurde wahrend des 1. und 5. reproduktiven Cyklus 
untersucht. Eine Untersuchung des Stickstoffgleichgewichts wurde 
wahrend des 1. reproduktiven Cyklus ausgefiihrt. 

2. Wir fanden keine Stickstoffspeicherung im nicht-reproduktiven 
miitterlichen Gewebe, weder bei jungen noch bei ilteren trichtigen 
Ratten. 


5 0. Bokelmann u. W. Scheringer, Arch. Gynakol. 158, 201 [1933]. 
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3. Die Zunahme des Gesamtstickstoffs bei trachtigen Ganztieren 
konnte auf die Zunahme des Gesamtstickstoffs der reproduktiven Ge- 
webe zuriickgefiihrt werden. 

4. In allen Fallen zeigte die Leber trichtiger und laktierender 


| Ratten eine Zunahme des Gewichts und des Gesamtstickstoffs im Ver- 


gleich zu den Kontrollen. 

5. Der gereinigte Darm der laktierenden Ratte zeigte am 16. Tage 
der Laktation eine signifikante Zunahme im Gewicht und Gesamtstick- 
stoffgehalt. 

6. Die Untersuchungen des Stickstoffgleichgewichts bestitigten die 
gefundenen Analysen des Gewebes. 

7. Wenn die erste Schwangerschaft erst beim Alteren Tier eintritt, 
scheint eine Stickstoffspeicherung in den miitterlichen Geweben zu er. 


folgen. 











Wissen Sie, daf 
die Babylonier Leichen in Honig konservierten ? 


es schon im 3. Jahrtausend v. Chr. in den Stédten am Ober- 
lauf des Euphrat heizbare, steinerne Hauser gab? 


kiinstliche Perlen und Edelsteine schon im Altertum gebréuch- 
lich waren? 

im 6. Jahrhundert v. Chr. in Indien die Wirtshdéuser und ihre 
Géste amtlich iiberwacht und besteuert wurden? 


Uber diese und viele andere interessante Dinge wird berichtet in: 


PROF. DR. E.O. VON LIPPMANN 


Beitriige zur Geschichte der Naturwissenschaften 
und der Technik 2. Band 


1953. XII, 357 Seiten mit 1 Abbildung. Ganzleinen DM 21,80 
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1953. 141 Seiten mit 3 Tafeln. Ganzleinen DM 8,40 
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Julius Robert Mayer iiber Auslésung 
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